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 La  leishmaniasis  es  una  enfermedad  endémica  en muchos  países  causada  por 
parásitos  del  género  Leishmania.  En  España  la  especie  predominante  es  L.  infantum, 
cuya infección produce afecciones viscerales. Uno de los procesos menos conocidos en 
la  biología  del  parásito  es  la  traducción.  La  proteína  de  unión  a  poli(A),  PABP  en 
eucariotas, está implicada en este proceso, favoreciendo la circularización del ARNm, y 
en  la  biogénesis  y  estabilidad  de  ciertos  mensajeros.  El  descubrimiento  de  los 
aptámeros en 1990 produjo un importante interés académico e industrial debido a que 
estas  moléculas  podían  convertirse  en  potenciales  herramientas  terapéuticas  y 
diagnósticas gracias a la especificidad del reconocimiento molecular y a la facilidad con 
la  que  son  seleccionadas,  aisladas  y  modificadas.  Los  aptámeros,  seleccionados 
mediante  un  proceso  denominado  SELEX  (Systematic  Evolution  of  Ligands  by 
EXponential enrichment), son moléculas de ARN o ADNmc capaces de reconocer con 
alta  afinidad  y  de  forma  específica  una  molécula  diana  debido  a  la  estructura 
tridimensional que son capaces de adoptar dependiendo de su secuencia.  
 
En  este  contexto,  hemos  caracterizado  estructural  y  funcionalmente  la  proteína 











En  definitiva,  aptámeros  seleccionados  frente  a  distintas  proteínas  del  parásito 
podrían  ser  utilizados  en  sistemas  de  diagnóstico  de  la  leishmaniasis  y/o  como 




 Leishmaniasis  is  endemic  in  many  countries  caused  by  parasites  of  the  genus 
Leishmania.  In  Spain  the main  species  is  L.  infantum, which  causes  visceral  disease 
infection.  One  of  the  lesser‐known  processes  in  the  biology  of  the  parasite  is  the 
translation.  The  poly(A)  binding  protein,  PABP  in  eukaryotes,  is  involved  in 
translation,  promoting mRNA  circularization,  and  in  the  biogenesis  and  stability  of 
certain messengers. The discovery of aptamers in 1990 had a significant academic and 
industrial  interest  since  these  molecules  could  become  potential  therapeutic  and 
diagnostic  tools because of  the specificity of molecular recognition and  the simplicity 
with which they are selected, isolated and modified. The aptamers, selected through a 
process  called SELEX  (Systematic Evolution of Ligands by EXponential  enrichment), 
RNA  or  ssDNA  molecules  are  being  able  to  recognize  with  high  affinity  and 





binds  sequences  of  adenine  and  shares,  as  described  in  other  eukaryotes,  the 
localization sequence and tertiary structure of the main RNA binding domains (RRM) 
and the protein interaction domain (PABC). In addition, we obtained and characterized 
a  ssDNA  aptamer  population  against  LiPABP,  and  from  the  selection,  we  have 
characterized  individual  aptamers  that  are  able  to  detect minimal  concentration  of 
protein in nM range. The ability of the aptamer to purify LiPABP specifically from cell 
homogenates  was  observed  in  a  chromatography  system  developed  with  these 
molecules.  
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El arte de la ciencia:  
repasar el camino,  
mirar lo que otros miraron  
y ver lo que otros no vieron 
Ralph Waldo Emerson 
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1. LEISHMANIASIS  
La  leishmaniasis  es  un  grupo  de  enfermedades  parasitarias,  transmitida  por 
vectores  y  producida  por  protozoos  del  género  Leishmania.  Está  ampliamente 
distribuida en 22 países en el Nuevo Mundo y en 66 del Viejo Mundo, y es endémica 
en  zonas  tropicales,  subtropicales  y  del  sur  de  Europa.  Se  considera  que  existen  12 
millones de personas afectadas en todo el mundo, y que 367 millones de personas están 
en situación de riesgo. Según datos de la Organización Mundial de la Salud (OMS), se 
producen  cada  año  2 millones  de  casos  nuevos,  de  los  cuales  1,5  millones  sufren 






10%  de  las  aproximadamente  700  especies  que  se  conocen,  se  comportan  como 
vectores, y sólo 30 de éstas son importantes en la transmisión de la leishmaniasis (Lane, 
1991;  Cox,  2002;  Sharma  y  Singh,  2008).  En  España,  las  especies  de  flebotomos 
responsables  son    P.  perniciosus  y  en menor medida  P.  ariasi  (Gálvez  y  col.,  2010a; 
Aransay y col., 2004; Feliciangeli, 2004). El vector se desarrolla en regiones húmedas y 
cálidas,  ricas  en  materia  orgánica  y  sólo  la  hembra  es  hematófaga,  con  mayor 
predilección por el perro que por el hombre  lo que convierte al perro en el principal 
reservorio  en  esta  zona  geográfica.  La  presencia  de  L.  infantum  se  ha  descrito  en 
nuestro país en otros vertebrados domésticos, como gatos (Ayllón y col., 2008; Tabar y 







(EDEN),  cuyo  objetivo  es  identificar  y  catalogar  los  ecosistemas  europeos  y  las 
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incidencia de  0,40 por  100.000 habitantes/año  (Morillas y  col.,  1996; Valcárcel y  col., 
2008). Un 83,6% de  los pacientes presenta  la  forma visceral y un 42% de  los  ingresos 
hospitalarios  corresponden  a  pacientes  coinfectados  con  el  virus  de  la 
inmunodeficiencia  humana  (VIH),  lo  que  indica  que  en  España  el mayor  grupo  de 
riesgo son  los adultos adictos a drogas por vía  intravenosa  (Desjeux y Alvar, 2003) y 
que comparten  jeringuillas contaminadas  (Cruz y col., 2002; Pineda y col., 2002). Así, 




El progreso de una  infección no sólo depende de  las especies que determinan  la 
enfermedad  (Figura  1),  sino  también  del  estado  inmunológico  del  huésped  y  su 
capacidad para  influir en el avance de  la  leishmaniasis. Está descrito que en algunos 
casos puede existir una predisposición genética a desarrollar la enfermedad (Alexander 
y col., 1999). Existen varias manifestaciones clínicas de la leishmaniasis, siendo la forma 
más  común  y  la menos  grave  la  Leishmaniasis  Cutánea  (LC)  o  Botón  de Oriente, 
pápula en el lugar de la picadura del vector, normalmente en extremidades, mejillas y 
orejas. Esta lesión, que aumenta de tamaño, cura espontáneamente en un proceso lento 
de  entre  3  y  18 meses  (Davidson,  2004).  Una  variante  de  esta  forma  en  el Nuevo 
Mundo  es  la  Leishmaniasis  Cutánea  Difusa  (LCD),  caracterizada  por  lesiones 
diseminadas, similares a las producidas por la lepra. Cuando la destrucción de tejidos 
se  propaga  por  el  labio  superior  y  nariz,  llegando  incluso  a  la  nasofaringe  y  vías 
respiratorias  superiores,  es  denominada  Leishmaniasis  Mucocutánea  (LMC)  o 
espundia,  que  en  algunos  casos  esta  asociada  a  una  LC  previa  (Piscopo  y  Mallia 
Azzopardi, 2007). Estas ulceraciones desfiguran  el  rostro y, aunque  la mortalidad  es 
baja, infecciones secundarias o malnutrición pueden causar la muerte. En el caso de la 
Leishmaniasis Visceral (LV) o Kala‐azar los amastigotes que se diseminan a través del 
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sistema retículoendotelial  llegan al hígado y al bazo, produciendo  fiebre y debilidad, 
pérdida de peso, dolor  abdominal  causado por  el  aumento de  tamaño del hígado y 
bazo  inflamados, pancitopenia e hipergammaglobulinemia  (Herwaldt, 1999). Aunque 
la  mayoría  de  las  infecciones  viscerales  son  asintomáticas  en  individuos 
inmunocompetentes, por ejemplo en España la proporción de infecciones asintomáticas 
y casos clínicos es 50:1 (Moral y col., 2002), ésta es la forma más grave de la enfermedad 
y  los  pacientes  que  la  sufren  mueren  después  de  semanas  o  meses  si  no  reciben 
tratamiento. Una variante de la LV causada por L. donovani, pero no por L. chagasi o L. 
infantum  (Zijlstra  y  el‐Hassan,  2001),  es  la  Leishmaniasis  Dérmica  Post‐Kala‐azar 
















problemas graves que  incluyen una alta  toxicidad y  la aparición de cepas  resistentes 
(Sundar  y  col.,  2001).  La  primera  línea  de  actuación  para  el  tratamiento  de  LV  la 
constituyen  los  antimoniales  pentavalentes  (Pentostam®;  Glucantime®),  que  actúan 
inhibiendo  el  catabolismo  del  parásito.  El  análogo  de  lipofosfolípidos  Miltefosina 
(Impavido®) es utilizado como agente antitumoral y es el primer fármaco eficaz activo 



















































presentan  resistencia  a  antimoniales  se  han  utilizado  diversos  fármacos  como  la 
Pentamidina  para  casos  con  LC  y  LMC  (Nacher  y  col.,  2001),  y  la Anfotericina  B, 
antibiótico  con  propiedades  anti‐fúngicas,  que  también  presenta  efectos  secundarios 
importantes, muy  eficaz  para  cepas  resistentes  a  antimoniales  por  su  capacidad  de 
interaccionar  con  la  membrana  del  parásito.  Existen  nuevas  formulaciones 
(Ambisome®) donde la Anfotericina B está encapsulada en liposomas, disminuyendo la 
toxicidad y aumentando así la concentración en los tejidos. Lamentablemente presenta 
un  elevado  coste  de  producción  que  no  es  asequible  para  la  mayoría  de  países 




Hasta  el momento  no  se  ha  obtenido  una  vacuna  eficaz  para  la  enfermedad, 
aunque  existen  multitud  de  aproximaciones  que  se  centran  en  proteínas 
recombinantes,  secuencias  de ADN,  y  en  células  dendríticas  cargadas  con  péptidos 
derivados  de  antígenos.  Las  dianas  elegidas  se  conservan  entre  las  especies  de 





proteína  inducible  por  estrés  LmSTI1  y  LACK,  receptor  para  la  quinasa C  activada 
(Meddeb‐Garnaoui y col., 2010;  Julia y col., 1996; Requena y col., 2000; Melby y col., 
2001).  Aunque  varios  candidatos  actuales  presentan  elevada  antigenicidad,  la 
protección de estos antígenos ha fracasado en más de un modelo animal (Sjolander y 




linfocitos Th, asociadas  con  secuencias  codificantes para gp63 y hsp70 de Leishmania 
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(Sachdeva y  col.,  2009), para LmSTI1, que protegen  en  ratones de  la  infección de L. 
major  (Campos‐Neto  y  col.,  2002),  y  secuencias  de  cisteína‐proteasas  de  L.  infantum 
estudiadas en LV (Rafati y col., 2005; Khoshgoo y col., 2008). Por otro lado, las células 
dendríticas  son  determinantes  en  la  protección  y  reducen  la  concentración  de 
amastigotes  en  el  hígado  y  bazo  de  ratones  infectados.  La  introducción  mediante 
pulsos de histonas nucleares de L. infantum en estas células confiere protección frente a 
LC en  ratones  (Carrión y  col., 2007). Otras  líneas de  investigación analizan parásitos 
atenuados,  modificados  genéticamente  en  secuencias  codificantes  de  proteínas 
implicadas en la multiplicación del parásito. En este contexto una cepa de L. infantum 







LV,  y  éstos  fueran  identificados  como  protozoos  parásitos  intracelulares  (cuerpos 
Leishman‐donovani)  del  género  Leishmania,  se  han  descrito  más  de  20  especies, 
similares en  cuanto a  su morfología, pero  con  importantes diferencias bioquímicas y 
moleculares.  Un  total  de  21  especies  de  Leishmania  han  sido  identificadas  como 
patógenos para humanos (Figura 1) y en 1990 Rioux y colaboradores determinaron la 
actual  clasificación  taxonómica del género, mediante  la  electroforesis de  isoenzimas, 
denominando zimodema a cada perfil obtenido (Rioux y col., 1990). Actualmente se han 
identificado  nuevos  biomarcadores  que  definen  especies  y  se  han  propuesto 
variaciones a esta clasificación basadas en análisis genéticos que  incluyen estudios de 
secuencias  de  ADN  de  genes  codificantes,  microsatélites  y  polimorfismos  de 
fragmentos de restricción  (Mendoza‐León y col., 2002; Lukes y col., 2007; Smith y col., 
2007).  En  nuestro  país,  mediante  análisis  de  microsatélites,  se  han  identificado  22 























La  transmisión  de  la  enfermedad  se  lleva  a  cabo  por  la  picadura  de  la mosca 
hembra hematófaga, mientras se alimenta de sangre en un hospedador infectado. Los 
promastigotes  en  el  intestino del  vector  se denominan procíclicos  (Sacks,  1989)  y  se 
mantienen  durante  7‐15  días  en  el  intestino medio  donde  se multiplican  por  fisión 
binaria. Estas formas desarrollan cambios en su actividad y replicación, en un proceso 





macrófagos,  células  dendríticas  y  neutrófilos  (Peters  y  Sacks,  2009),  en  la  llamada 
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La  divergencia  de  los  tripanosomátidos,  familia  a  la  que  pertenece  el  género 
Leishmania,  se produce  en  etapas  tempranas del proceso  evolutivo de  los  eucariotas. 
Análisis filogenéticos de diferentes organelas y proteínas metabólicas documentan que 
esta  separación  es  posterior  a  la  adquisición  de  la  organización  de  la mitocondria 






genoma  mitocondrial  en  el  kinetoplasto,  que  está  compuesto  por  maxicírculos  y 





1996),  35  en  L.  braziliensis  y  34  en  L. mexicana  (Britto  y  col.,  1998),  y  no  presentan 
condensación de la cromatina en mitosis (Vickerman y Preston, 1970; Hecker y Gander, 
1985).  El  componente  genómico  está  organizado  en  grandes  grupos  de  genes 
policistrónicos  (PGCs, polycistronic gene  clusters),  consistentes en varios genes que  se 










práctica  totalidad  de  estos  genes  carece  de  intrones,  excepto  el  gen  que  codifica  la 
enzima poli(A) polimerasa (Mair y col., 2000), y un intrón de entre 11 y 13 bases, en el 
ARNtTyr descrito en T. brucei, T. cruzi y L. major (Padilla‐Mejía y col., 2009). Respecto a 
la  transcripción  de  la  información  genética,  en  Leishmania  no  se  han  identificado 
promotores específicos para  la ARN polimerasa  II. En el cromosoma 1 de L. major  la 
transcripción  se  inicia  en  una  región  denominada  strand‐switch,  entre  los  dos  PGCs 
divergentes (Martínez‐Calvillo y col., 2003), de forma que una única región conduce a 
la expresión del cromosoma entero. Esta falta de promotores específicos para cada gen 
se  traduce  en  una  transcripción  constitutiva  del  genoma  (Haile  y  Papadopoulou, 
2007), lo que implica que los genes no pueden ser regulados a través de la iniciación de 
la  transcripción, por  lo que  la  regulación de  la  expresión génica  en Leishmania  se da 
predominantemente  a  nivel  post‐transcripcional  (Clayton,  2002;  Clayton  y  Shapira 
2007). Los ARNs inmaduros son policistrónicos (Muhich y Boothroyd, 1988; Martínez‐
Calvillo y col., 2003), al  igual que ocurre en organismos procariotas, y  la maduración 




una  secuencia  de  poliadeninas  en  el  extremo  3´(Agabian,  1990).  La  adición  del 




rica  en  pirimidinas  (Huang  y  Van  der  Ploeg,  1991).  El  SL  aporta  la  denominada 
estructura  cap4,  presente  en  todos  los  ARNm  y  similar  a  la  estructura  cap  de 
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Las diferencias de  estado  en  el metabolismo y  la ultraestructura parecen, por  tanto, 
estar  mediadas  por  una  combinación  de  cambios  en  la  traducción  de  proteínas, 
recambio y modificaciones post‐traduccionales.   
 




los  genes  TIF1  y  TIF2  que  codifican  eIF4A  en  un  sistema  in  vivo  en  levaduras 
(Barhoumi y  col., 2006). También  se han  caracterizado otras  subunidades homólogas 
del  factor  eIF4F  y  su  capacidad de unión  a  la  estructura  cap4  (Lewdorowicz  y  col., 
2004; Yoffe y col., 2004; Dhalia y col., 2005), así como  la  interacción entre  los  factores 
LeishIF4E y LeishIF4G (Yoffe y col., 2004). Otro factor  importante en  la formación de 






Es  posible  que  la  activación  de  receptores,  canales    específicos  o  quinasas 
conduzcan  a  la  diferenciación  de  Leishmania,  aunque  las  señales  concretas  y  su 
transmisión  a  las  dianas  responsables  están  poco  definidas.  En  otros  eucariotas  las 
proteínas  activadas  por  mitógenos  MAPKs  juegan  un  papel  importante  en  la 
regulación  de  la  respuesta  celular  frente  a  estrés  o  señales  de  nutrientes  (Chang  y 
Karin, 2001). En el proyecto genoma de L. major  se describen 179 proteínas quinasas 
homólogas  a  las  de  eucariotas  (Parsons  y  col.,  2005),  lo  que  representa 






muchos  sucesos moleculares,  entre  ellos  la  traducción  o  síntesis  de  proteínas.  Este 
mecanismo esencial consiste en  la generación de una cadena de aminoácidos a partir 
de un mensajero maduro, proceso que implica la participación de un gran número de 
elementos  moleculares:  ARNr,  ARNm,  ARNt,  proteínas  ribosomales,  aminoácidos, 
enzimas  y  factores  proteicos  que  conforman  complejos  que  regulan  y  facilitan  la 
interacción de  todos  los componentes. La  traducción consiste en  tres  fases  (Pestova y 
col., 2007): iniciación, que media la interacción anticodon iniciador (ARNtiMet) y codon 
de inicio AUG; elongación, durante la cual la adición de aminoácidos es conducida por 
el desplazamiento del  ribosoma y  la  lectura de  la  secuencia del ARNm  en dirección  







se  produzca,  intervienen  al menos  11  proteínas  diferentes  denominadas  factores  de 
iniciación eucarióticos  (eIFs)  (Holcik y Sonenberg, 2005), que  reconocen   al ARNm y 
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posicionan el anticodon del ARNt  iniciador, sobre  la señal de  iniciación. En el  inicio, 
los ribosomas se encuentran en su forma disociada, con la intervención de los factores 
de  iniciación  eIF1A  y  eIF3  (Figura  3). Las distintas  fases  (Kapp  y Lorsch,  2004)  que 




factor eIF2 en  la  forma eIF2.GDP es  inactivo y es necesaria su unión a GTP para que 




eIF4A,  proteína  ARN  helicasa  dependiente  de  ATP  e  implicada  en  desorganizar 
estructuras secundarias en el extremo no codificante 5ʹUTR; y el factor eIF4G, que actúa 
como  adaptador  múltiple  aproximando  varios  componentes  de  la  maquinaria 
necesaria para  la  traducción. El acercamiento del complejo 43S a  la estructura cap es 
facilitado por  la  interacción de eIF3/eIF5  con eIF4G/eIF4B  (Sonenberg y Hinnebusch, 
2007). De esta forma eIF4G interacciona simultáneamente con eIF3, eIF4A, eIF4E y con 
la proteína de unión a la secuencia poli(A) del ARNm (PABP), que facilita el inicio de 




participan  eIF4A,  eIF4B  y  eIF4H  (Holcik  y  Sonenberg,  2005).  En  el  rastreo  y 
reconocimiento del triplete iniciador AUG participan también los factores eIF1A y eIF1 
(Pestova  y  col.,  1998),  siendo  este  último  determinante  en  la  selección  correcta  del 
codon  iniciador  (Gebauer  y Hentze,  2007).  Finalmente  la  unión del  complejo  43S  al 
codon  AUG  da  lugar  a  la  formación  del  complejo  iniciador  48S  y  se  produce  la 
hidrólisis  del GTP  unido  a  eIF2  y  su  liberación  en  forma  de  eIF2.GDP  inactivo. Al 




ribosoma,  que  se  produce  gracias  al  reconocimiento  del  anticodon  por  el ARNtiMet, 























En  estas  etapas,  el  ribosoma  80S  se  traslada  en  dirección  5’→3’  a  través  del 
ARNm.  Los  aminoácidos  nuevos  que  se  incorporan  se  sitúan  en  la  posición A  y  el 
péptido naciente se encuentra en  la posición P del ribosoma. La proximidad de estas 
dos  posiciones  permite  actuar  a  la  enzima  peptidil‐transferasa  que  añade  el  nuevo 


















ribonucleoproteicos  sobre  la  cola  de  poli(A)  del  ARNm.  Dentro  de  la  familia  de 
proteínas  que  unen  ARN,  la  proteína  PABP  es  la  que  presenta  mayor  tamaño  en 
eucariotas y  es  cuantitativamente  la más  abundante  (Adam y  col.,  1986). Aislada  en 
1973 por Blobel  (Blobel, 1973), y más  tarde purificada a partir de un homogeneizado 
celular  por  Baer  y  Kornberg  en  1983,  en  humanos  se  han  descrito  tres  tipos  de 










reconocimiento  y  unión  a  poli(A)  se  realiza  gracias  a  los dominios  conservados del 





extremo  3´  del  ARNm  del  cloroplasto  (Schuster  y  Gruissem,  1991).  La  secuencia 





X‐(Phe/Tyr)},  y  RNP2  {(Val/Ile/Leu)‐(Phe/Tyr)‐(Val/Ile/Leu)‐(Gly/Lys‐(X))‐(Asn/Gly)‐
(Leu/Met)}, donde X es cualquier aminoácido. Tanto RNP1 como RNP2 son necesarias 
y suficientes para la unión al ARN en un amplio rango de especificidades y afinidades 
(Kenan y  col., 1991; Deo y  col., 1999) y aunque  todos  los RRMs  son  capaces de unir 
ARNm, difieren en su especificidad de unión a poli(A), donde la longitud de la cadena 
de  adeninas  juega un papel  importante  en  la  interacción  con PABP  (Khanam y  col., 
2006). Estudios en Xenopus y S. cerevisiae determinan que la combinación RRM I/II es la 
unidad mínima necesaria para  la  interacción  especifica  al  ácido nucleico  (Nietfeld y 
col., 1990; Burd y col., 1991), mientras que RRM IV, cuando está asociado al extremo C‐
terminal,  es  el  único motivo  capaz  de  unir  poli(A)  en  solitario  (Sachs  y  col.,  1987; 
Nietfeld y col., 1990). La estructura terciaria y los estudios de afinidad indican que las 
combinaciones RRM  I/II y RRM  III/IV  se  comportan  como  entidades  separadas. Los 
dominios  RRM  I/II  que  interaccionan  con  la  secuencia  de  adeninas  aumentan  la 
concentración  de  poli(A)  cerca  de  RRM  III/IV  lo  que  desencadena  la  unión  de  los 
siguientes  dominios  de  forma  cooperativa.  Por  otro  lado,  bajo  determinadas 
condiciones,  los  dominios  RRM  III/IV  interaccionan  con  motivos  ARE  (AU‐rich 
elements),  secuencias  ricas  en A  y U  presentes  en  la  región  3´UTR  de  determinados 
ARNm  (Sachs  y  col.,  1987;  Sladic  y  col.,  2004)  e  implicadas  en  la  estabilidad de  los 
mismos.  
 
El  extremo  C‐terminal  globular  presenta  un  dominio  PABC  (poly(A)‐binding 
protein  C‐terminal  domain)  de  74  aminoácidos  muy  conservado  en  eucariotas.  Este 
dominio está descrito en  las proteínas E3 ubiquitinas  también  llamadas HYD  (discos 
interplásticos de D. melanogaster), EDD o Rat100 (ortólogo en mamíferos) (Callaghan y 
col.,  1998; Oughtred  y  col.,  2002). HYD  pertenece  a  la  familia  de  las  ligasas HECT, 
implicadas  en  la  señalización  con  ubiquitina,  y  degradación  por  el  proteasoma 
(Huibregtse y col., 1995; Weissman, 2001). La estructura de HYD y las de los dominios 
PABC  en  humanos,  levaduras  y  en  T.  cruzi,  han  sido  definidas  por  espectroscopía 
NMR y rayos X  (Kozlov y col., 2010; Deo y col., 2001; Kozlov y col., 2001; Siddiqui y 
col., 2003) y muestran secuencias conservadas que corresponden a lugares de unión a 
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péptidos, lo que indica que PABC actúa como dominio de interacción entre proteínas, 
reclutando  factores  de  traducción  o  de  procesamiento  del  ARNm  hacia  complejos 
ribonucleoproteicos (Khaleghpour y col., 2001; Uchida y col., 2002).   
 
El  dominio  C‐terminal  y  los  cuatro  dominios  RRMs  están  conectados  por  una 
región rica en Pro, implicada en la interacción PABP‐PABP y en la unión cooperativa a 
la cola poli(A) (Melo y col., 2003). Esta región contiene varios residuos de Arg que son 
dianas para  la proteína  arginina metiltransferasa PRMT4  o CARM1  (Lee  y Bedford, 
2002; Bedford y Richard,  2005). La metilación de Arg puede  regular  la  actividad de 
PABP o afectar a su capacidad para interactuar con otras proteínas. 
 





1998;  Otero  y  col.,  1999)  y  el  residuo  M161  es  crítico  para  esta  interacción.  Las 









































COS‐7  estimula  la  traducción  (Craig  y  col.,  1998)  y  se  cree  que  es  debido  a  la 
interacción  con  el  factor de  iniciación  eIF3  (Martineau y  col.,  2008), que  actúa  como 
puente entre el complejo ARNm‐eIF4F y el ribosoma (Gingras y col., 1999; Hinnebusch 
2006). La interacción de eIF3 con PAIP1 estabiliza la unión eIF4G‐PABP. Por otro lado, 




de  elementos  que  interaccionan  con  las  regiones  5´UTR  y  3´UTR  del mensajero.  La 
unión de PABP al extremo 3´UTR del ARNm‐YB‐1 aumenta su traducción (Skabkina y 
col., 2003), y  la  interacción con el ARE de  los ARNm‐TNF, previene  la deadenilación 
provocada por la tristetrapolina cuando se une a la misma región (Rowlett y col., 2008). 
Por otro lado, el ARNm de PABP contiene una región rica en adeninas en su 5´UTR y 




de  un  complejo multiproteico  el  cual  se  forma  en  la  región  3´  de  los  ARNm  que 
contienen  secuencias ARE  (Wilusz y  col.,  2001). La unión del  factor desestabilizante 
hnRNPD a la región ARE altera la interacción entre PABP y  eIF4G, y facilita el acceso 
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En  la teoría del origen de  las especies por medio de  la selección natural, Darwin 
definía tres aspectos fundamentales: la variación dentro de los caracteres, la presión de 




método  SELEX  (Systematic  Evolution  of  Ligands  by  EXponential  enrichment),  y 




conocida  de  18‐21  nucleótidos  de  longitud  (Figura  5).  Estas  secuencias  invariables 
actúan  como  lugar  de  unión  de  los  cebadores  en  los  pasos  de  amplificación.  La 
diversidad  molecular  de  una  librería  de  oligonucleótidos  depende  del  número  de 
nucleótidos  al  azar  que  contenga  cada molécula  y de  las  estructuras  que  estas  sean 
capaces de adoptar. 
 
En  el  proceso  de  selección,  se  incuba  la  librería  de  oligonucleótidos  con  la 
molécula diana en un  tampón determinado y a una  temperatura dada. Durante este 
paso,  un  número  muy  pequeño  de  secuencias  individuales  tiende  a  interaccionar 
específicamente con  la molécula diana, y estas secuencias son aisladas del resto de  la 
librería utilizando diferentes técnicas físicas de separación. Las secuencias que se unen 
a  la molécula  diana  son  amplificadas  para  obtener  una  librería  enriquecida  que  es 
usada  durante  el  siguiente  ciclo  de  selección‐amplificación.  La  eficacia  del 
enriquecimiento  en moléculas  que  interaccionan  con  alta  afinidad  es dirigida por  la 









 Los  aptámeros,  término  que  deriva  de  la  palabra  latina  “aptus”  que  significa 
ligado y de “meros” que significa molécula (Ellington y Szostak, 1990), son moléculas 
de ARN o ADNmc capaces de reconocer de forma estable, con alta afinidad y de forma 
específica  una molécula  diana  debido  a  la  estructura  globular  que  son  capaces  de 
adoptar.  La  unión  del  aptámero,  que  presenta  formas  complejas  como  son  tallos, 
horquillas,  motivos  pseudoknots,  tríplex,  etc,  a  la  diana  es  el  resultado  de  una 
combinación de interacciones intermoleculares en el complejo de unión, que consisten 
en  fuerzas  de  complementariedad  de  bases,  interacciones  electrostáticas,  fuerzas  de 
van der Waals, y puentes de hidrógeno (Hermann y Patel, 2000). Uno de los aspectos 
más  interesantes  en  la metodología  SELEX  es  su  gran  versatilidad,  lo  que  permite 
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una misma proteína  (Rhie y  col., 2003; Sekiya y  col., 2005). En  la bibliografía  se han 
descrito aptámeros  frente a moléculas    inorgánicas  (Hofmann y col., 1997), orgánicas 
de  pequeño  tamaño  (Grate  y  Wilson,  2001),  proteínas  (Stoltenburg  y  col.,  2005), 
carbohidratos  (Masud  y  col.,  2004),  nucleótidos  (Sazani  y  col.,  2004),  antibióticos 
(Berens y  col.,  2001),  e  incluso  células  (Shangguan y  col.,  2006; Mallikaratchy y  col., 
2007),  tejidos  y  organismos  enteros  (Chen  y  col.,  2007). Los diferentes  experimentos 
SELEX demuestran que la selección es posible para, en principio, cualquier diana que 
se  encuentre  en  cantidad  suficiente  y  con  alto  grado de pureza. Existe  una  base de 




anticuerpos  policlonales,  y  los  aptámeros  individuales  obtenidos  a  partir  de  la 
población, podrían asemejarse a anticuerpos monoclonales  (Liss y  col., 2002; Chen y 
col., 2007); por consiguiente, el uso de estas moléculas estaría  indicado para todas  las 
aplicaciones  que  utilizan  anticuerpos.  Los  aptámeros  se  pueden  obtener  frente  a 
proteínas  no  inmunogénicas.  Además,  y  gracias  a  su  naturaleza  nucleotídica  que 




La  interacción  entre  los  aptámeros y  sus dianas, y  los  efectos que producen  en 
determinados  procesos  y  mecanismos  reguladores  celulares,  se  utilizan  tanto  en 
investigación  básica,  como  en  el  desarrollo  de  nuevas  herramientas  para  terapias  y 
métodos  de  diagnóstico  en medicina.  En  los  últimos  años  se  ha  comercializado  la 
primera droga basada en esta metodología (Macugen®, Eyetech Pharmaceuticals, Inc., 
New York, NY, USA), compuesta por un aptámero que une e inhibe a la isoforma del 
factor  de  crecimiento  del  endotelio  vascular  VEGF  implicada  en  la  degeneración 
macular relacionada con la edad, reduciendo el crecimiento patológico de ciertos vasos 
sanguíneos. En lo que respecta al tratamiento del cáncer se han descrito recientemente 









aptámeros  frente  a  proteínas  de  parásitos.  Así,  hasta  el momento,  se  han  descrito 
algunos que  inhiben  la  formación  in vitro de hemozoína y disminuyen el crecimiento 





transportado a  los  lisosomas  (Homann y Goringer, 2001). En el género Leishmania, se 









de  ATP,  pero  no  interfieren  en  la  unión  a  eIF4G  (Oguro  y  col.,  2009).  Se  han 
seleccionado  varios  aptámeros  frente  al  factor  eIF4G  con  capacidad  para  detener  la 
traducción  del  ARNm.  Algunos  de  estos  aptámeros  se  unen  a  las  regiones  que 
interactúan con eIF4A y eIF3, mientras que otros, sorprendentemente, inhiben con más 






































Todo lo difícil empieza siendo fácil, y toda 
cosa grande empieza siendo pequeña. 






















































Leishmania  es  el protozoo  responsable de  la  leishmaniasis, una  enfermedad que 
incluye un  amplio  espectro de  síntomas  clínicos que varían desde  lesiones  cutáneas 
que curan espontáneamente hasta infecciones viscerales que pueden llegar a conducir a 
la muerte del  paciente. El descubrimiento de  nuevas  proteínas  y  su  actividad  en  el 
parásito,  puede  ayudarnos  en  el  conocimiento  de  la  biología  de  Leishmania  y  en  la 
identificación de nuevas diana para desarrollar drogas antiparasitarias.  
 
Los aptámeros  son moléculas de ARN o ADNmc  capaces de  reconocer  con alta 
afinidad y de forma específica una molécula blanco. La facilidad en el aislamiento y la 
posibilidad  de  introducir modificaciones  en  los mismos, muestran  a  los  aptámeros  
como  potentes  herramientas  diagnósticas  y  terapéuticas  en  diferentes  áreas  de  la 
biomedicina y  la biotecnología. Un conjunto de aptámeros específicos para proteínas 























































Give us the tools and we will finish the job
  Winston Churchill























‐RPMI  1640  completo.  Este  medio  se  prepara  para  cultivar  in  vitro  formas  de 
promastigotes  de  L.  infantum.  Está  compuesto  por  RPMI  1640  1x  (PAA,  Austria) 
enriquecido con un 10%  (v/v) de suero bovino  fetal  (SBF)  (PAA, Austria),  inactivado 
previamente a 56°C durante 30 min, y un preparado de antibióticos con penicilina 10 




‐Medio  líquido LB  (Miller´s LB Broth)  (Conda, España). Para  cultivos bacterianos  en 
medio  líquido y contiene 10 g/l de triptona, 5 g/l de extracto de  levaduras y 10 g/l de 
NaCl.  
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se  localiza  en  los  sitios  de  clonaje  del  vector  de  manera  que  cuando  se  clonan 
fragmentos de ADN se interrumpe su expresión. 
‐5‐bromo‐4‐cloro‐3‐indolil‐β‐D‐galactopiranósido  (Xgal)  (Promega,  EEUU).  Este 
compuesto cromogénico es reconocido por la β‐galactosidasa y da lugar a un producto 




‐Medio  DMEM  completo  (Dulbecco´s  Modified  Eagle´s  Medium).  Para  mantener  en 
cultivo monocapa  las  células HEK293T, MCF‐7 y HepG2  se elabora medio  completo 
con  DMEM  1x  (PAA,  Austria),  SBF  10%  (PAA,  Austria),  y  un  combinado  de 
antibióticos  y  antimicótico  con  penicilina  100  U/ml,  estreptomicina  100  μg/ml  y 
anfotericina  25  μg/ml  (Sigma‐Aldrich,  EEUU).  La  esterilización  se  efectúa  por 
filtración. 
‐Medio DMEM  1x.  Este medio  se  suplementa  con  un  10%  de  SBF  y  se  emplea  en 
lavados celulares y en mantenimiento de líneas que han sido transfectadas. 

















Tris‐HCl  20  mM,  pH  7,6;  ditiotreitol  (DTT)  1  mM;  ácido 
etilendiaminotetraacético  (EDTA)  1  mM;  fluoruro  de 
fenilmetilsulfonilo  (PMSF)  1  mM;  benzamidina  1  mM; 
molibdato  sódico  2  mM;  β‐glicerofosfato  sódico  2  mM; 




mM;  benzamidina  1  mM;  molibdato  sódico  2  mM;  β‐
glicerofosfato sódico 2 mM; ortovanadato sódico 0,2 mM; KCl 
120 mM,  10  μg/ml  de  antipaína,  1  μg/ml  de  leupeptina  y 
pepstatina, Tritón X‐100 1% (Sigma‐Aldrich, EEUU) 
Tampón  de  carga  3x  para 
proteínas en gel SDS‐PAGE 
Tris‐HCl 186 mM, pH 6,8; dodecil sulfato sódico (SDS) 9%; β‐
mercaptoetanol  6%;  glicerol  12,3%  y  azul  de  bromofenol 
0,025% (Merck, Alemania) 
Tampón  de  carga  3x  (gel  no 
disociante) 




















Sustrato NBT  (cloruro  de  P‐nitro  azul  tetrazolio)  (Bio  Rad, 
EEUU) 15 mg/ml en N,N‐Dimetilformamida 100% 
Reactivo BCIP 
Reactivo  BCIP  (5‐bromo‐4‐cloro‐3‐indolil  fosfato)  (Bio  Rad, 
EEUU) 30 mg/ml en N,N‐Dimetilformamida 70% 
Solución de revelado‐AP  Solución NBT y Solución BCIP 1% en tampón revelado AP 





Los  aminoácidos  se  suministran  por  Sigma‐Aldrich  (EEUU),  los  inhibidores 
generales de fosfatasas como β‐glicerofosfato, molibdato sódico y ortovanadato sódico, 
y  los  inhibidores de  proteasas  benzamidina,  pepstatina,  leupeptina  y  antipaína,  por 
Sigma‐Aldrich  y  Merk  (Alemania).  Las  sales,  ácidos,  bases  inorgánicas,  solventes 















‐pcDNA3‐Myc.  Vector  de  5446  pb  que  adiciona  la  etiqueta  c‐Myc  en  la  región N‐
terminal de la proteína de fusión.  
‐pQe30  (Qiagen,  Alemania).Vector  de  expresión  de  3416  pb.  Está  regulado  por  el 
sistema del promotor fago T5 y operador lac, y permite expresar 6 His consecutivas en 
la  región  N‐terminal  de  la  proteína  de  fusión.  Se  utiliza  para  la  purificación  de 
proteínas recombinantes en cromatografías de afinidad.  
‐pGEM®‐T (Promega, EEUU). Vector de 3000 pb que procede de la digestión del vector 







señala  el  nombre,  temperatura  de  fusión  (Tm),  porcentaje  en  bases  G  y  C,  y  su 
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Tabla 2. Cebadores para la secuenciación de insertos y su amplificación por PCR. 
Nombre  Tm  %(G+C)  Secuencia 5´‐ 3´
5’ LiPABP  72  60  CGG•GAT CCA TGG CCT TCA CTG GTC CGA ATC 
3’ LiPABP  70  59  CGG•GAT CCT CAA ACG CTC ATG TGA CGG 
5´ T7  51  40  TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG 
3´ SP6  48  30  ATT TAG GTG ACA CTA TAG AA  
5´ pQe  36  40  CGGATAACAATTTCACACAG 
3´ pQe  37  47  GTTCTGAGGTCATTACTGG 
F3 5´  56  56  GCG GAT GAA GAC TGG TGT 
R3 3´  54  50  GTT GCT CGT ATT TAG GGC 
F3‐dig 5´  55  56  (dig)‐GCG GAT GAA GAC TGG TGT 
R3‐dig 3´  54  50  (dig)‐GTT GCT CGT ATT TAG GGC 































 Elementos  SDS‐PAGE:  Acrilamida,  bisacrilamida  y  N,N,N´,N´‐
Tetrametiletilendiamina  (TEMED)  (Bio  Rad,  EEUU);  persulfato  amónico  (GE‐
Healthcare, Reino Unido) y SDS. 
 Marcador  peso  molecular:  Full‐Range  Rainbow  y  Low  Range  (GE‐Healthcare, 
Reino Unido). 
 Papel transferencia: Munktell (GE‐Healthcare, Reino Unido).  
 Membranas  transferencia: nitrocelulosa Hybond™‐ECL™, PVDF Hybond™‐P  (GE‐
Healthcare, Reino Unido).  
 Películas  fotográficas:  sensibilidad  normal,  Fuji Medical  X‐Ray  Film,  (Fuji  film 
Corporation,  Japón);  hipersensibles,  Hyperfilm™ECL  (GE‐Healthcare,  Reino 
Unido); para ensayos radioactivos Hyperfilm™ HP (GE‐Healthcare, Reino Unido). 




 Productos  radioactivos:  [γ32P]ATP,  AE  3000  Ci/mmol  (Hartmann  Analytic, 
Alemania). 
 Resinas:  Agarosa  Ni‐NTA,  del  sistema  QIAexpressionist™  (Qiagen,  Alemania); 
sefarosa  CNBr‐activada™  (GE‐Healthcare,  Reino  Unido),  micropartículas 
magnéticas con estreptavidina (Fluka Analytical (Sigma‐Aldrich EEUU)). 
 Agente bloqueante de resinas: Citocromo C (Sigma‐Aldrich, EEUU). 
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Los  anticuerpos  primarios  y  secundarios  utilizados  en  las  distintas 
inmunodetecciones, se muestran en las Tablas 4 y 5. En algunos ensayos se ha utilizado 
como anticuerpo primario una dilución 1/50 de sueros policlonales extraídos de perros 














PABP  1/1000  Policlonal conejo  Santa Cruz Biotechnology, EEUU 
 
Tabla 5. Anticuerpos secundarios. 
Anticuerpo  Título  Conjugado Origen  Fabricante
Anti‐ratón  1/2000  Peroxidasa  Oveja  GE‐Healthcare, Reino Unido 
Anti‐conejo  1/2000  Peroxidasa  Burro  GE‐Healthcare, Reino Unido 
Anti‐digoxigenina  1/1000  Peroxidasa  Oveja  Roche, Suiza 
Anti‐perro   1/10000  Peroxidasa  Oveja  Bethyl Laboratories, EEUU 
Anti‐ratón  1/3000  Fosfatasa Alcalina  Conejo  Sigma‐Aldrich, EEUU 
Proteína A  1/3000  Fosfatasa Alcalina  Conejo  Sigma‐Aldrich, EEUU 
 
 









 Fuentes  de  alimentación:  EC‐105  Apparatus  Corporation  y    Electrophoresis  Power 
Supply‐EPS601 de Amersham Biosciences. 

































con promastigotes en estado  logarítmico a una  concentración de 1 x 106  células y  se 
















durante  20 min  a  4°C  y  se  separan  las  dos  fracciones,  el  sobrenadante  soluble  que 















Las  colonias  positivas  que  han  incluido  los  vectores  pBSK,  pcDNA3‐Flag, 




Este método  físico‐químico  (Hanahan,  1983)  se  emplea  para  transformar E.  coli 
con plásmidos que presentan un origen de replicación y un marcador de resistencia a 


























La  incorporación de ADN  exógeno a  las  células  eucariotas  se  realiza utilizando 
Lipofectamina™  2000  (Invitrogen,  EEUU)  según  las  indicaciones  del  fabricante  y 
acondicionando  los  reactivos a  cada densidad celular,  tipo de placa y ensayo que  se 
realiza. Para evitar que el antibiótico interfiera en la transfección, las células se lavan en 
la  placa,  dos  veces  con  medio  DMEM  1x  y  SFB  10%.  Una  vez  que  las  células  se 








durante  5  minutos.  Seguidamente  se  añade  Tampón  lisis  A  que  se  completa  con 
detergente Tritón X‐100 1% y se centrifugan a 12000 x g durante 15 min. Las células se 
tratan en una proporción de células y  tampón 1:2 en volumen. En  todas  las muestras 
procesadas, se aísla el sobrenadante o PMS después de  la última centrifugación, y se 
almacena  a  ‐80°C  hasta  su  uso.  La  determinación  de  la  concentración  de  proteína 
obtenida, se realiza por el método de Bradford. Para la obtención de extracto total, las 
células  recogidas  de  las  placas  con  PBS  a  4°C  se  centrifugan  a  400  x  g  durante  5 
minutos y se añade Tampón de carga 3x para proteínas (Tabla 1). 




Para  la  localización  de  secuencias  de  Leishmania  homólogas  a  eucariotas 
superiores, se realiza la búsqueda en el genoma completo del parásito, publicado en la 
base de datos del  Instituto Trust Sanger  (http://www.sanger.ac.uk), y se utiliza como 
elemento  guía  la  secuencia  de  aminoácidos  que  codifica  para  la  proteína  PABP 
humana.  De  esta  forma  se  detecta  una  secuencia  con  alta  homología  denominada 
LinJ35.4250. A  partir  de  este  clon  se  diseñan  los  cebadores  de  20  nucleótidos  y  se 
adiciona a  la secuencia terminaciones en C ó G para mejorar el anillamiento en 3’. Se 
incluye  el  codon de  inicio para  el  oligonucleótido  en dirección  5´,  y de  terminación 
para la dirección 3´, además de la secuencia diana para la endonucleasa de restricción 
BamHI  en  las  dos  direcciones  (Tabla  2).  La  deducción  de  la  proteína  a  partir  de  la 
secuencia de ADN, se realiza con el programa ExPASy, (www.expasy.ch) del Instituto 
de  Bioinformática  Suizo  (SIB),  así  como  los  cálculos  de  peso  molecular  y  punto 
isoeléctrico.  La  determinación  de  dominios  conservados  se  realiza  con  el  programa 
SMART (Letunic y col., 2009) del Laboratorio de Biología Molecular Europeo (EMBL) 
(http://smart.embl‐heidelberg.de/). La historia evolutiva de proteínas de unión a  cola 






La  comparación  de  secuencias  y  el  cálculo  de  identidades  entre  proteínas 
homólogas  se  realiza  con  el  programa  CLUSTALW2  (Thompson  y  col.,  2002) 
(www.ebi.ac.uh/tools/clustalw2/index.html),  del  Instituto  Europeo  de  Bioinformática 
(EBI). Para  la  localización de posibles  sitios  funcionales  se utiliza  el  servidoror ELM 
(http://elm.eu.org/news.html). La representación en  tres dimensiones se realiza con  la 
secuencia de  la proteína en  formato pdb y el programa SWISS  ‐PdbViewer  (Peitsch y 
col., 1995; Arnold y col., 2006; Kiefer y col., 2009) del SIB. Finalmente  las estructuras 
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Para el aislamiento a gran escala se utiliza el procedimiento descrito en el sistema The 
PureLink™ HiPure  Plasmid   DNA Maxiprep  (Invitrogen,  EEUU)  donde  se  produce  un 























La  reacción de digestión  se  realiza, en el  tampón adecuado para  cada ER. La 
actividad, la temperatura óptima y la inactivación enzimática, vienen indicadas por la 
casa  comercial.  Para  evitar  recircularizaciones  del  vector  digerido,  se  trata  con  una 

































observar  las  diferentes  bandas  cuando  es  expuesto  a  la  luz  ultravioleta  en  un 
transiluminador MiniBis  Pro.  La  electroforesis  horizontal  se  desarrolla  en  el mismo 






con  un  bisturí  la  porción  de  agarosa  que  contiene  la  banda  del  ácido  nucleico. 











PCR  utilizando  como  molde  ADN 
obtenido  de  promastigotes  de 
Leishmania y los cebadores 5’ LiPABP y 
3’  LiPABP  (Tabla  2),  que  contienen  la 
secuencia  diana  de  la  ER  BamHI  que 
flanquea al triplete de iniciación. Así, el 
producto que  se  obtiene por PCR y  el 
vector pBluescript  SK  (‐)  se  tratan  con 
la  misma  enzima.  Se  confirma  la 
correcta  inserción del  inserto mediante 
digestión con las mismas ER del clonaje 
y  mediante  secuenciación  del  inserto 
(Figura  7).  Para  la  obtención  de  la 
proteína  recombinante,  el  inserto 
correspondiente  a LiPABP  se  subclona 
en  el  vector  de  expresión  pQe30  que 
introduce en el extremo N‐terminal de 
las  proteínas  6 His  consecutivas.  Para 
ello  se  extrae  el  inserto  del  vector 
pBluescript  SK  (‐)  mediante  digestión 
con las enzimas KpnI y SalI (Figura 8A) 
y  se  introduce  en  el vector bacteriano, 
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Para  el  estudio  de  expresión  de  proteínas  en  células  eucariotas,  se  realiza  el 













La  ligación  de  los  insertos  con  el  vector  correspondiente  y  su  posterior 
transformación  en  bacterias  competentes  se  describe  en  el  apartado  2.2.3  y  2.1.2 
respectivamente.  Las  colonias  transformantes  positivas  que  se  obtienen,  se  verifican 
mediante digestión con  las correspondientes ER y PCR con  los cebadores específicos 
del  inserto o con  los cebadores que  flanquean  los  insertos y que son propios de cada 













































III  (BioRad,  EEUU).  Se  realizan  geles  de  poliacrilamida  del  7,5%,  10%  y  12%  (% 
acrilamida/  %  bisacrilamida),  en  condiciones  reductoras  y  desnaturalizantes  (SDS‐
PAGE)  y  como  agentes  polimerizantes  se  utilizan  N‐N‐N´‐N´‐tetrametilen‐diamina 
(TEMED)  0,86%  y  persulfato  amónico  0,45  μg/μl.  Las  muestras  se  preparan  en  el 
Tampón de carga 3x para proteínas  (Tabla 1) y se mantienen a 200 V durante 1 hora en 
Tampón electroforesis (Tabla 1). Los geles se tiñen o se transfieren a membrana según el 





Las muestras para  estos geles  se preparan  en  el Tampón  de  carga  3x  en  geles no‐





disociantes)  se  transfieren  a  membranas  de  difluoruro  de  polivinilideno  (PVDF) 
Hybond™‐P  (GE‐Healthcare,  Reino  Unido),  mediante  el  empleo  de  un  sistema  de 
transferencia húmedo de Bio Rad.  La membrana de PVDF se activa, previo al contacto 
con el gel, y para ello se sumerge en metanol absoluto durante 30 s y 3 min en agua 
bidestilada. A  continuación  se  humedece  en Tampón  transferencia  (Tabla  1)  el  gel de 
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Una  vez  que  las  proteínas  se  han  transferido  correctamente,  la  membrana  se 
bloquea, durante 1 hora con PBS y leche desnatada en polvo al 5%. Las concentraciones 
y  tipo  de  anticuerpos  utilizados  se  encuentran  detallados  en  las  Tablas  4  y  5.  Los 
anticuerpos policlonales o monoclonales diluidos en Solución    incubación  (Tabla 1), se 
incuban  con  la  membrana  toda  la  noche  a  4°C,  o  durante  1  hora  a  temperatura 
ambiente respectivamente. Se utiliza PBS y Tween‐20 al 0,05% para realizar los lavados 
y para cambiar de un anticuerpo a otro, o revelar. El revelado se realiza de dos formas 
diferentes en  función del anticuerpo  secundario que  se use:  (i)  con  fosfatasa alcalina 
(ALP), se añade Solución NBT 30 mg/ml y la Solución BCIP 15 mg/ml, diluidos 1/100 en 

















medio  LB  con  la misma  concentración  de  antibióticos,  durante  2  horas  a  37°C  en 
agitación.  Para  comprobar  que  la  densidad  de  crecimiento  bacteriano  es  apropiada 
para el siguiente paso se mide la D.O. a una longitud de onda de 595 nm, considerando 
crecimiento  óptimo  cuando  se  obtienen  valores  entre  0,3‐0,5  de  absorbancia.  La 
inducción de  la proteína  se  realiza completando  con 2 mM de  IPTG  (Sigma‐Aldrich, 
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EEUU)  y  se mantiene  el  cultivo  durante  4  horas  en  agitación  a  37°C. Terminada  la 
incubación las células se centrifugan durante 10 min a 3000 x g a 4°C, se lavan con PBS, 





en  la  célula,  denominados  cuerpos  de  inclusión.  Son  frecuentes  en  bacterias 
recombinantes  que  producen  proteínas  heterólogas  bajo  el  control  de  promotores 
fuertes, y por  tanto representan un problema  importante en procesos biotecnológicos 
destinados a la producción de proteínas. Para obtener las fracciones soluble e insoluble 
de  las  bacterias  tratadas  con  IPTG,  las  células  se  resuspenden  en  Tampón  de  lisis  S 
(NaH2PO4  50 mM,  pH  8; NaCl  300 mM  e  imidazol  10 mM)  y  se  procede  al  lisado 
mediante  sonicación  en  10  ciclos  con  pulsos  de  10  s  a  máxima  amplitud.  El 
homogeneizado resultante se centrifuga a 12000 x g a 4°C durante 15 min para separar 






Para  la  solubilización  de  la  proteína  recombinante  se  utiliza  urea  como  agente 
























La proteína LiPABP,  se purifica bajo  condiciones desnaturalizantes mediante  la 
interacción  con  la  resina  con  níquel Ni‐NTA  del  sistema QIAexpressionist™  (Qiagen, 
Alemania), para posteriormente  ser eluida  con  imidazol dada  la afinidad del mismo 
por  la His,  esta metodología  se  conoce  como  cromatografía  de  afinidad  con  iones 
metálicos inmovilizados. Se utilizan 4 ml de resina diluida en Tampón unión‐urea (Tabla 
7) y se empaqueta en una columna de 10 mm x 10 cm. A continuación se equilibra con 




(Tabla  7),  y  se  aplican  40  ml  de  un  gradiente  que  disminuye  lentamente  la 
concentración de urea (8M‐0M), de esta forma se inicia una renaturalización lenta de la 
proteína  en  la  columna. Con 10 ml de Tampón unión  sin urea  (Tabla 7),  se procede a 
lavar  una  vez más  la  columna.  Finalmente,  para  liberar  la  proteína  de  la  resina  se 
adiciona 10 ml de Tampón elución (Tabla 7). El eluyente se monitoriza con un detector 
de onda variable ultravioleta LKB Brohma a 280 nm. Se recogen eluyentes de 6 ml y se 
realiza una electroforesis SDS‐PAGE al 12% de  las distintas  fracciones. Las  fracciones 
donde  aparece  la  proteína  recombinante  se  detectan mediante  tinción  con  Solución 
colorante Coomassie  (Tabla 1)  se  reúnen y  se  concentran mediante  filtros en  columnas 
Centricón C30® (Figura 9B). La cuantificación de  la proteína recombinante purificada, 
se realiza por el método Bradford.  












PAGE  al  12%  donde  se  observa  expresión  de  la  proteína  correspondiente  a  LiPABP  tras  la 
inducción  con  IPTG  en  el  lisado  total,  así mismo  se  observa  la  presencia  de  proteína  en  el 
sedimento (Sdmto) y no en el sobrenadante (Sbdte), indicando que nuestra proteína es insoluble 
y  se  encuentra  formando  cuerpos  de  inclusión.  (B)  SDS‐PAGE  al  12%  de  las  fracciones  de 
purificación bajo  condiciones nativas,  se observa proteína  tras  la  inducción  con  IPTG y en  la 
fracción obtenida tras la sonicación (F0), así como en las fracciones obtenidas tras la adición al 
sistema del Tampón de elución (F7, F8, F9). En las fracciones recogidas tras aplicar la muestra a la 








Los  estudios  de  unión  y  afinidad  a  una  secuencia  de  adeninas  de  la  proteína 



























día  siguiente  se  lava  el  exceso  de  ligando,  con  al menos  5  volúmenes  de  Tampón‐










Tris‐HCl  20 mM,  pH  7,4; DTT  1mM; MgCl2  1 mM;  EDTA 
5mM; PMSF 1mM 
 




durante 1 hora a 4°C en agitación. Tras  la  incubación  la resina se  lava  tres veces con 
Tampón unión sefarosa a 4°C. Las proteínas se eluyen en Tampón de carga 3x (Tabla 1) y se 







de  2  μg  de  la  proteína  recombinante, ATP  30  μM  (frío),  3  μCi  de  [γ32P]ATP  y  en 
presencia  de  6,25  ng  de  la  quinasa  p38  recombinante  (Upstate,  EEUU),  durante  15 
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minutos a 30°C. La proteína básica de  la mielina MBP,  se utiliza  como  control de  la 
fosforilación al ser sustrato específico de la quinasa p38. La reacción se neutraliza con 
Tampón de  carga 3x  (Tabla 1),  se  carga  todo el  contenido de  la  reacción en un gel de 
electroforesis y se  tiñe con Solución colorante Coomassie  (Tabla 1). Finalmente, el gel se 
















peroxidasa  durante  1  hora  a  temperatura  ambiente,  seguidamente  el  exceso  de 
anticuerpo  se  elimina  con  cuatro  lavados. Para  el  revelado de  la placa  se  añade  100 
μl/pocillo  de  la  solución  sustrato  que  contiene  OPD  (ortofenilendiamina)  (Sigma‐
Aldrich, EEUU) y 0,6% de H202. La parada de la reacción se realiza con H2SO4 1M y se 





Para  iniciar  las  rondas  de  selección,  se  utiliza  la  librería  de  nucleótidos 
denominada RND40 (Tabla 3), formada por secuencias diferentes de 40 nucleótidos en 
disposición  aleatoria y  flanqueada por dos  regiones  conocidas de  18 nucleótidos.  Se 






















Para  continuar  la  selección‐amplificación  en  la  ronda  siguiente  se  utiliza  una 
concentración de 5 μM (25 μg) del producto de PCR de la ronda preliminar en vez de 























una  noche  a  ‐20°C.  Transcurrido  este  tiempo,  la mezcla  se  centrifuga  a  12000  x  g 
durante 15 min y se  lava con 100 μl de etanol 75% el sedimento obtenido. Se realiza 
otra centrifugación en las mismas condiciones y se eliminan completamente los restos 









Con  la  finalidad  de  obtener  aptámeros  individuales  se  procede  a  clonar  la 











en una muestra.  Se utiliza un  soporte  acrílico  conectado  a una bomba de vacío  con 
orificios en  forma de  ranura a  través de  los cuales se añade  la muestra. En  todos  los 
ensayos  realizados  las  concentraciones  crecientes  (47‐378  fmol)  de  la  proteína  diana 
recombinante LiPABP y 378 fmol de BSA, se transfieren mediante un sistema de vacío 









en PBS y 5% de  leche desnatada   a temperatura ambiente. Para eliminar  los restos de 
leche se realizan tres lavados de 10 min, siendo los dos primeros en PBS y el último en 












La  técnica  E.L.O.N.A  (Enzyme‐Linked  OligoNucleotide  Assay)  es  un  ensayo 
cuantitativo  basado  en  la  interacción  antígeno‐oligonucleótido  en  el  que  se  utilizan 
conjugados,  consistentes  en  anticuerpos  o  antígenos  ligados  a  una  enzima,  cuya 
actividad es capaz de generar productos detectables por colorimetría o  fluorescencia. 
Según el objetivo planteado y la información que se desea obtener se realizan distintas 
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la proteína LiPABP y de  la misma concentración de BSA, que se utiliza como control 
negativo  de  interacción  aptámero‐proteína.  Para  examinar  cual  es  la  concentración 
mínima de proteína que es posible ser detectada bien por el conjunto de aptámeros, o 
bien  por  un  aptámero  individualizado,  se  depositan  en  las  placas  concentraciones 
crecientes de proteína  recombinante LiPABP y una  concentración de BSA  igual  a  la 
máxima  concentración  utilizada  de  la  proteína  problema.  En  los  ensayos  de 
especificidad  de  unión  de  los  aptámeros,  se  dispone  en  placa  de  una  única 
concentración  de  diferentes  proteínas  recombinantes  de  L.  infantum,  y  eucariotas. 
Todas las proteínas de las diferentes opciones se diluyen en 200 μl de Tampón‐aptámero 
y se  incuban a 4°C durante  toda  la noche. Al día siguiente, se procede a  lavar cuatro 
veces los pocillos con Tampón‐aptámero para eliminar el exceso de proteína no unido a 
la placa. En  función del  ensayo planteado,  se  incuba  la proteína dispuesta  en placa 
durante 1 hora a 37°C, con las distintas concentraciones de los oligonucleótidos que se 




se  elimina  con  cuatro  lavados  con  Tampón‐aptámero.  Para  detectar  la  unión  del 




(Boehringer‐Mannheim)  y  transcurridos  10  min  de  incubación  en  oscuridad  a 




Para  analizar  la  capacidad  de  los  aptámeros  de  retener  con  alta  afinidad  a  la 
proteína  LiPABP  presente  en  lisados,  se  han  realizado  ensayos  de  purificación  con 
resina. La matriz utilizada contiene micropartículas magnéticas con estreptavidina que 
se equilibran en agitación 30 min a 4°C en Tampón Lisis A (Tabla 1), y se añade 1 mg/ml 
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de Citocromo C (Sigma) para bloquear la unión inespecífica. Mientras por otro lado, se 




durante 2 horas a 4°C en agitación. Tras  la  incubación con  la matriz,  las muestras de 
todos  los ensayos se centrifugan 5 min 3500 x g a 4°C y se  lavan  los precipitados tres 
veces con Tampón‐resina a 4°C. Las proteínas retenidas se eluyen en Tampón de carga 3x 















































No debemos dejar de explorar.  
Y al final de nuestras exploraciones 
llegaremos al lugar del que partimos, 
 y lo conoceremos por primera vez 
Thomas Stearns Eliot







La proteína de Leishmania  con homología  con  la proteína de unión a poli(A) de 
otros eucariotas,  identificada mediante herramientas bioinformáticas y codificada por 
una  secuencia  de  ADN  rescatada  a  partir  del  genoma  de  L.  infantum,  tiene  585 
aminoácidos y  la hemos denominado LiPABP. Esta proteína presenta carácter básico, 
con  un  punto  isoeléctrico  de  ~9.14,  y  una masa molecular  teórica  de  65  kDa.  Este 
tamaño se corresponde con el rango de tamaños, 62‐73 kDa, de las PABPs descritas en 
otros  organismos  (Nietfeld  y  col.,  1990;  Batista  y  col.,  1994).  Las  PABPs  han  sido 
identificadas y caracterizadas estructural y funcionalmente en muchos eucariotas, pero 















rama  del  árbol  filogenético,  están  agrupadas  la  mayoría  de  las  PABPs  descritas 
pertenecientes a la familia Trypanosomatidae. Dentro del grupo, se diferencian dos sub‐
nodos,  uno  formado  por  especies  del  género  Trypanosoma  y,  otro,  por  especies  del 
género  Leishmania.  Analizando  los  datos  de  homología,  se  observa  que  la  proteína 
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LiPABP de L. infantum presenta una relación más cercana con L. braziliensis, y muestra 
más correspondencia evolutiva con T. brucei  (TbPABPI) y T. cruzi  (TcPABP),  también 




Tabla  9.  Proteínas  de  unión  a  poli(A)  de  diferentes  organismos.  Se muestra  el  tamaño  de 
varias  proteínas  PABP  homólogas  entre  si,  y  el  porcentaje  de  identidad  respecto  a  LiPABP 
calculado  con  el  programa  CLUSTALW2.  Los  números  de  acceso  de  cada  secuencia  están 










 Proteína  Organismo aa % Identidad 
PABP  Aedes aegypti (A. aegypti)  628  34 
PAB5  Arabidopsis thaliana (A. thaliana)  668  35 
PABP  Babesia bovis  (B. bovis)  585  28 
PABP  Bombyx mori (B. mori)  603  34 
PABP1  Bos taurus (B. taurus)  636  34 
PAB‐1  Caenorhabditis elegans (C. elegans)  586  31 
PABP1‐2  Canis lupus familiaris (C. lupus)  636  34 
PABPC1  Danio rerio (D. rerio)  634  37 
PABPA  Drosophila melanogaster (D. melanogaster)  634  35 
PABP1  Equus caballus (E. caballus)  591  31 
PABPC1  Gallus gallus (G. gallus)  637  34 
PABPC1  Homo sapiens (H. sapiens)  636  34 
PABP  Leishmania braziliensis (L. braziliensis)  579  94 
PABP1  Leishmania major (L. major)  560  33 
PABPC1  Mus musculus (M. musculus)  636  34 
PABPC1   Pan troglodytes (P. troglodytes)  614  34 
PABP  Plamodium falciparum (P. falciparum)  875  32 
PAB1P  Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae)  577  31 
PABP  Schistosoma mansoni (S. mansoni)  688  34 
PABPC1  Taeniopygia guttata (T. guttata)  637  33 
PABP  Tribolium castaneum (T. castaneum)  565  30 
PABPI  Tripanosoma brucei (T. brucei)  555  69 
PABP  Trypanosoma cruzi (T. cruzi)  550  70 
PABP1‐A  Xenopus laevis (X. laevis)  633  35 





N‐terminal  (Hotchkiss  y  col.,  1999).  Por  otra  parte,  la  proteína  PABP  de  L.  major 




por  el ARN  (Silva  Junior  y  col.,  2002). Ante  estos  datos  deducimos  que  la  proteína 

























El  análisis  de  las  secuencias  de  PABPs  de  algunos  organismos  eucariotas 
representativos y LiPABP (Figura 12), muestra la presencia de dominios característicos 
de proteínas de unión a ácido nucleico, como son los cuatro motivos RRM y el dominio 
único de proteínas de unión a poli(A), PABC, que  se distribuyen en  la  cadena de  la 
proteína  de  L.  infantum  entre  las  posiciones  9‐81  (RRM  I);  96‐169  (RRM  II);  184‐263 
(RRM III); 287‐364 (RRM IV) y 509‐579 (PABC). 








Figura  12.  Alineamiento  de  LiPABP  con  PABPs  homólogas  representativas  de 
tripanosomátidos y eucariotas superiores.  La comparación múltiple de secuencias de proteína 
del  panel  superior  se  realizó  con  el  programa  CLUSTALW2.  El  signo  (*)  indica  residuos 
conservados  en  todas  las  secuencias;  (:)  indica  que  las  sustituciones  de  residuos  están 
conservadas;  (.)  que  la  sustitución  es  semiconservada.  En  gris  oscuro  se  muestran  los 
aminoácidos idénticos en el 90‐100% de las secuencias, y en gris claro, los aminoácidos idénticos 
que se encuentran entre un 50‐90% de las secuencias. Las regiones enmarcadas en líneas azules 
corresponden  a  los  cuatro  motivos  de  unión  a  ARN  (RRM,  I‐IV)  del  extremo  N‐terminal, 
definidos con el programa SMART en cada secuencia, y la señalada en línea amarillo‐verdoso, 
es  la  región  conservada  correspondiente al dominio único de proteínas PABP o PABC, en el 




                 
H.sapiens       -----MNPSAP-----------------------SYPMASLYVGDLHPDVTEAMLYEKFSPAGPILSIRVCRDMITRRSLGYAYVNFQQPADAERALDTMNFDVIKGKPVRIMWSQRDPS 92 
D.rerio         -----MNPSAP-----------------------SYPMASLYVGDLHPDVTEAMLYEKFSPAGPILSIRVCRDMMTRRSLGYAYVNFQQPADAERALDTMNFDVIKGRPVRIMWSQRDPS 92 
C.elegans       ---MEMNVAAPAAA----VAGAAAPQPGQNQTGSSYTMASLYVGDLHPDVNESILFEKFSAAGPVLSIRVCRDNATRLSLGYAYVNFQQPADAERAMDTMNFEALHGKPMRIMWSQRDPA 113 
S.cerevisiae    -MADITDKTAEQLENLNIQDDQKQAATGSESQSVENSSASLYVGDLEPSVSEAHLYDIFSPIGSVSSIRVCRDAITKTSLGYAYVNFNDHEAGRKAIEQLNYTPIKGRLCRIMWSQRDPS 119 
L.major         MAAAVQEAAAPVAH--------------QPQMDKPMQIASIYVGDLDATINEPQLVELFKPFGTILNVRVCRDIITQRSLGYGYVNFDNHDSAEKAIESMNFKRVGDKCVRLMWQQRDPA 106 
L.braziliensis  -------------------------------MAFSGPNPSIWVGGLDPDLQEQRLYDYFVRIGPVTSVRVCVDSATQKSLGYGYVNFQDPADAEKALDQAG-TKLGSRYLRIAKIQRDPS 88 
L.infantum      -------------------------------MAFTGPNPSIWVGGLDPDLQEQKLHDYFVRIGPVTSVRVCVDSATQKSLGYGYVNFQDPADAEKALDQAG-SKLGSRYLRIAKIQRDPS 88 
T.brucei        ------------------------------MAAFAAASPSIWVGGLDPNLNEQKLYDHFVRVGPVASVRVCVDSVTQKSLGYGYVNFQNPADAEKALDQAG-VKLGTKHIRIAKIQRDPS 89 
                                                      .*::**.*.. : *  * : *   *.: .:*** *  *: ****.****::   ..:*::  .   :  :  *:   ****: 
 
 
H.sapiens       LRKSGVGNIFIKNLDKSIDNKALYDTFSAFGNILSCKVVCDENG-SKGYGFVHFETQEAAERAIEKMNGMLLNDRKVFVGRFKS-RKEREAELGARAKEFTNVYIKNFGEDMDDERLKDL 210 
D.rerio         LRKSGVGNIFIKNLDKSIDNKALYDTFSAFGNILSCKVVCDENG-SKGYGFVHFETHEAAERAIEKMNGMLLNDRKVFVGRFKS-RKEREAEMGARAKEFTNVYIKNFGEDMDDEKLKEI 210 
C.elegans       MRRSGAGNIFIKNLDK------------------------------------------------------------VFVGKFQP-RAQRNRELGETAKQFTNVYVKNFGDHYNKETLEKL 172 
S.cerevisiae    LRKKGSGNIFIKNLHPDIDNKALYDTFSVFGDILSSKIATDENGKSKGFGFVHFEEEGAAKEAIDALNGMLLNGQEIYVAPHLS-RKERDSQLEETKAHYTNLYVKNINSETTDEQFQEL 238 
L.major         LRYSGNGNVFVKNLEKDVDSKSLHDIFTKFGSILSCKVMQDEEGKSRGYGFVHFKDETSAKDAIVKMNGAADHASEDKKALYVANFIRRNARLAALVANFTNVYIKQVLPTVNKDVIEKF 226 
L.braziliensis  KRRSGVNNILVKKLPKTVDTYALKELFSKFGRLTAIGLACDEKGESRGYARISFEREESAVEAVKEMDGMEMDGQAIVVERYQA------QHRDELLKQFTNLYVKNLDPAVTDEKLRAF 202 
L.infantum      KRRSGVNNILVKKLPKSVDTYALKEMFSKFGRLTAIGLACDEKGESRGYARISFEREESAVDAVREMDGMEMDGQAIVVERYQA------QHRDELLKQFTNLYVKNLDPAVTDEKLRAF 202 
T.brucei        KRRSGVTNIIVKKLPPTVDTYALKEMFSKYGRLTAIGLATDEKGESRGYARISYEKEESAVDAVRELNGVSIDDCAITVERYQP------HHREEQLKQYTNLYVKNLDPSVDDEKLKEV 203 
                 * .*  *:::*:*                                                                   . .       .      .:**:*:*:.     .: :. . 
 
 
H.sapiens       FGKFGPALSVKVMTDESGKSKG-FGFVSFERHEDAQKAVDEMNGKELNGK-----QIYVGRAQKKVERQTELKRKFEQMKQDRITRYQGVNLYVKNLDDGIDDERLRKEFSPFGTITSAK 324 
D.rerio         FCKYGPALSIRVMTDDSGKSKG-FGFVSFERHEDAQRAVDEMNGKEMNGK-----QVYVGRAQKKGERQTELKRKFEQMKQDRMTRYQGVNLYVKNLDDGLDDERLRKEFSPFGTITSAK 324 
C.elegans       FAKFGNITSCEVMTVE-GKSKG-FGFVAFANPEEAETAVQALHDSTIEGTDL---KLHVCRAQKKSERHAELKKKHEQHKAERMQKYQGVNLYVKNLDETVDDDGLKKQFESYGNITSAK 287 
S.cerevisiae    FAKFGPIVSASLEKDADGKLKG-FGFVNYEKHEDAVKAVEALNDSELNGE-----KLYVGRAQKKNERMHVLKKQYEAYRLEKMAKYQGVNLFVKNLDDSVDDEKLEEEFAPYGTITSAK 352 
L.major         FAKFGGITSAAACKDKSGRV---FAFCNFEKHDDAVKAVEAMHDHHIDGITAPGEKLYVQRAQPRSERLIALRQKYMQHQA------LGNNLYVRNFDPEFTGADLLELFKEYGEVKSCR 337 
L.braziliensis  FARYGAVSSAKVRDLGGVQSEVGLGYVAFEKHEDAARAVEELNGKECEIAKAE-STLDVSRFRSREERQRDRERQRRERAQ---QHSKYPNLYVKGFDDTVTSERLEELFQRYGETVSVT 318 
L.infantum      FAKYGEVSSAKVRDLGAVQSEAGLGYVAFQKHENAARAVEELNGKECEIAKAG-SPLDVSRFRSREERQRDRERQRRERAQ---QHSKYPNLYVKGFDDTVTSERLEELFQRYGETVSVT 318 
T.brucei        FSPFGEVTSAKVRDLAG-RPTVGFGYVAYATHEAAAKAVEELDDKESPLAKEG-MKLSVCRFRSREERKRERERLRRERQQ---QHSKYPNLYVKNFDDTVTSERLKALFDPFGETVSVS 318 
                *  :*   *         :    :.:  :   : *  **: :..            : * * : : **    .:                **:*:.:*  . .  *   *  :*   *   
 
 
H.sapiens       VMME--GGRSKGFGFVCFSSPEEATKAVTEMN-GRIVATKPLYVALAQRKEERQAHLTNQYMQRMASVRAVPN-PVINPYQPAPPSGYFMAAIPQTQNRAAYYPPSQIAQLRPSPRWTAQ 440 
D.rerio         VMME--GGRSKGFGFVCFSSPEEATKAVTEMN-GRIVATKPLYVALAQRKEERQAHLTSQYMQRMASVRAVPN-PVLNPYQPAPPSGYFMAAIPQAQNRAAYYPTSQLAQLRPSPRWATQ 440 
C.elegans       VMTDE-NGRSKGFGFVCFEKPEEATSAVTEMN-SKMVCSKPLYVAIAQRKEDRRAQLASQYMQRLASMRMHGNVPGAAMYNPTQPGPGYYVANPMQQQRN---FAGGQQMVRPGGRWGMQ 402 
S.cerevisiae    VMRTE-NGKSKGFGFVCFSTPEEATKAITEKN-QQIVAGKPLYVAIAQRKDVRRSQLA-QQIQARNQMR----------YQQATAAAAAAAAG------------------MPG------ 435 
L.major         VMVSE-SGVSRGFGFVSFSNADEANAALREMN-GRMLNGKPLIVNIAQRRDQRYTMLRLQFQQRLQMMMR----------QMHQPMPFVGSQG------------------RPMRGRGGR 427 
L.braziliensis  VMMDKETGMSRCFGFVSMKDQNAASQAIQELNGSTFLCPRPLFVTYALRKDARRQNLEE-RSKQFRVRQNPMG-----GPGMGGM-PPVGFMG-------------------PQMFNSVN 412 
L.infantum      VMMDKETGVSRCFGFVSMKDQNAASQAIQELNGSTFLSPRPLFVTYALRKDARRQNLEE-RSKQFRVRQNPMG-----GPGMGAM-PPIGFMG-------------------PQMFNNVN 412 
T.brucei        VMMDKATKVSRCFGFVSFKEQSSAAQAIQELHGSTALGPRPLFVSYALRKDARRQTLEDMRNKQPRMRQPPMG-----GLMGGMMGPQLSFMNP------------------PAMFN--G 413 







H.sapiens       GARPHPFQNMP-GAIRPAAPRP-PFSTMRPASSQVPRVMSTQRVANTSTQTMGPRPAAAAAAATPA-VRTVPQYKYAAGVRNPQQHLNAQPQVTMQQP--AVHVQGQEPLTASMLASAPP 555 
D.rerio         GVRPQHFQNMPNAAVRPSAPRPQTFNPVRPAS-QVPRMMTSQRMG---SQAMGPRPAAAGAATGPAQVRGVPQYKYAPGVRNPQQRMPTQPQVPMQQP--AVHVQGQEPLTASMLAAAPP 554 
C.elegans       NQYPVQNQYMMAQGPGVYQNRMGRPQNQQGGPRGPPQQYNQVAQG--GVRMQGP-PRTQNPGVQQQNVPRPPQQQQQQRPAPTGPKAPPQPYQAYQQRPQGIVIGGQEPLTSAMLAAAAP 519 
S.cerevisiae    -------QFMPPMFYGVMPPRG--------------------------VPFNGPNPQQMNPMGGMPKNGMPPQFRNG-----PVYGVPPQ---------------GGFPRNANDNNQFYQ 502 
L.major         QQLGGRAQGHPMPMPSPQQPQA------------------------------PAQPQGFATPSAVGFVQATPKHSPG-----DVPETPPLP-----------------PITPQELESMSP 495 
L.braziliensis  MPFMSPRVPIMPMNGMNGIGGMNGMGGMN------GMNGMGGMGGMGGMGTMGGMGGMGRPMAPNAMSQMRSRPMPQKPPMQSLMPQQHQQPP------------PQGQNLAAVLANLNP 514 
L.infantum      MPFMNPRVPIMPMNGMNGIGSMNGMGGMNGVGGVGNMGGMGGMGGMGGMGGMGGMGGMARPMAPNAMSQMRSRPMPQKPPMQSLMPQQHQQAP------------PQGQNLAAVLANLNP 520 
T.brucei        MHFMNTRMPMMPS-------------------------------------TMG-MGGPMRPMGPTPMNQVRARPGPQRPPMQSMMAPQQQSHPQIPQP-----PVAQGQNLSTVLASMTP 490  
                                                                            .         .:                                      .              
 
 
H.sapiens       QEQKQMLGERLFPLIQAMHP--TLAGKITGMLLEIDNSELLHMLESPESLRSKVDEAVAVLQAHQAKEAAQKAVNSATGVPTV 636 
D.rerio         QEQKQMLGERLFPLIQNMHP--SLAGKITGMLLEIDNSELLHMLESPESLRSKVDEAVAVLQAHQAKEAAQKSVPSP-AVPAV 634 
C.elegans       QEQKQLLGERIYALIEKLYPGHKDAGKITGMMLEIDNSELIMMLQDSELFRSKVDEAASVLVSAQKQ---------------- 586 
S.cerevisiae    QKQRQALGEQLYKKVSAKTSNEEAAGKITGMILDLPPQEVFPLLESDELFEQHYKEASAAYESFKKEQEQQTEQA-------- 577 
L.major         QEQRAALGDRLFLKVYEIAP--ELAPKITGMFLEMKPKEAYELLNDQKRLEERVTEALCVLKAHQTA---------------- 560 
L.braziliensis  EQQKNVLGERLYSYIVRSHP--SVAAKITGMLLEMDNSEILSMLDSPVMLDSKIAEAQDVLNRHMSV---------------- 579 
L.infantum      EQQKNVLGERLYSYIVRSHP--SVAAKITGMLLEMDNSEILNMLDSPTMLDSKIAEAQDVLNRHMSV---------------- 585 
T.brucei        DQQKNVLGERLYNYIVRNNP--SFAAKVTGMLLEMDNSEILNLLDNHSLLDTKVQEALDVLNRHIGM---------------- 555 
                ::*:  **::::  :    .    * *:***:*::  .*   :*:.   :  :  **  . 
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En  general,  podemos decir  que  los dominios RRMs  no  están  sólo  presentes  en 
PABPs  sino  también  en otras proteínas  relacionadas  con biosíntesis y procesamiento 
del ARNm (Routsias y col.,2010; Law y col., 2006; Rao y col., 2006). Las bases de datos 
de  dominios  SMART  indican  que  existen  14432  dominios  RRMs  en  8767  proteínas 
diferentes  (http://www.sanger.ac.uk/cgi‐bin/Pfam/getacc?PF00076).  Mediante  la 
construcción de un árbol filogenético con 73 dominios de unión a ARN de 35 proteínas 
diferentes  (PABPs,  factores de  splicing,  ribonucleoproteínas de  cloroplastos, hnRNPs, 
snRNP Ul‐70K, nucleolina y factores determinantes del sexo en Drosophila (Sxl)), se ha 









del  extremo  C‐terminal  PABC,  que  a  pesar  de  no  estar muy  conservada  entre  las 
PABPs  descritas,  contiene  una  proporción  más  o  menos  constante  de  residuos  de 
prolina  (15‐19%).  En  LiPABP  esta  región,  que  se  encuentra  comprendida  entre  los 
aminoácidos 387‐508, contiene sólo un 10% de prolina y es rica en residuos de glicina 
(19%).  Dentro  de  la  familia  Trypanosomatidae  existen  diferencias  en  esta  zona.  Así, 







diferentes  organismos. Un  total de  289 motivos PABC  (http://www.sanger.ac.uk/cgi‐
bin/Pfam/getacc?PF00658 han sido identificados en 280 proteínas diferentes.  























se  introdujo en el programa SMART3, para  la definición y  localización de cada dominio en  la 
cadena. Los datos del punto  isoeléctrico  (PI) y  la masa molecular en kDa se obtuvieron en el 
servidor EXPASSY. 
 
Como  se muestra en  la Figura 13,  la definición de  los dominios de  la  secuencia 
rescatada del genoma de L.  infantum,  comparte número y  localización de  los RRMs, 
tanto en organismos de su mismo grupo como con la proteína PABP eucariota, siendo 





La  localización  en  LiPABP  de  diferentes  secuencias  consenso  en  los  dominios 
RRM,  zona  de  unión  flexible  y  PABC  se  muestra  en  la  Figura  14A,  donde  se  ha 
realizado una comparación de proteínas PABPs entre H. sapiens y L. infantum. Como se 
* La secuencia de este organismo no esta publicada en NCBI 
Posiciones RRM 
Organismo (proteína) aa PI kDa I II III IV 
Posiciones 
PABC 
H. sapiens (PABPC1) 636 9,52 71 12-85 100-171 192-264 295-366 554-617 
L. infantum  (LiPABP) 586 9,14 65 9-81 96-168 184-261 289-363 519-582 
L. major (LmPABP) 560 9,00 63 26-99 114-190 208-283 308-380 494-557 
L. braziliensis  (LbPABP) 579 8,94 64 9-81 96-181 184-261 289-363 513-576 
L. amazonensis  (LaPABP)* 159        
T. brucei (TbPABP) 555 9,34 62 10-82 97-169 185-261 289-363 489-552 

















región  flexible,    implicada en  la metilación por CARM  (Lee y Bedford, 2002), que no 
aparece en LiPABP. 
 
El  plegamiento  del  dominio  RRM  en  eucariotas  consiste  en  una  estructura  de 
sándwich αβ con topología β1α1β2β3α2β4 (Figura 14B). La estructura está compuesta por 
4  láminas  β  antiparalelas  ordenadas  en  el  espacio  como  β4β1β3β2  y  flanqueando  las 





presenta  un  núcleo  hidrofóbico  y  una  estructura  globular  compacta  definida  por  5 
hélices α en humanos y 4 en  levaduras, ordenadas en forma de flecha:  la hélice α1 en 
un extremo, α2 y α4 a los lados, la α3 se cruza con las anteriores y constituyendo el eje de 
la  flecha  α5.  La  conservación  de  la  secuencia  es  más  alta  en  α2,  α3  y  α5,  que 
corresponden  a  lugares de unión  a péptidos  (Kozlov y  col.,  2001), ya que PABC no 
parece que interaccione con ARN (Kühn y Pieler, 1996).   
 
Finalmente, para comprobar si LiPABP  tiene una estructura  terciaria similar a  la 
descrita para  estas proteínas  en  otros  organismos  (Kozlov  y  col.,  2001; Maris  y  col., 
2005),  hemos  realizado  una  modelización  tridimensional  con  diferentes  programas 
informáticos.  La  estructura  en  tres  dimensiones  de  los  dominios  RRM  en  LiPABP 
(Figura 14E) presenta  las dos hélices α que recubren cuatro  láminas β antiparalelas, y 
los motivos  RNP1  y  RNP2  están  localizados,  como  ocurre  en  otras  PABPs,  en  las 
láminas β3 y β1. El extremo C‐terminal que contiene el dominio PABC es una estructura 
globular formada por 4 hélices α, similar en el número de hélices al del domino PABC 












H.sapiens       -----MNPSAP-----------------------SYPMASLYVGDLHPDVTEAMLYEKFSPAGPILSIRVCRDMITRRSLGYAYVNFQQPADAERALDTMNFDVIKGKPVRIMWSQRDPS 92 
L.infantum      -------------------------------MAFTGPNPSIWVGGLDPDLQEQKLHDYFVRIGPVTSVRVCVDSATQKSLGYGYVNFQDPADAEKALDQAG-SKLGSRYLRIAKIQRDPS 88 
               
 
H.sapiens       LRKSGVGNIFIKNLDKSIDNKALYDTFSAFGNILSCKVVCDENG-SKGYGFVHFETQEAAERAIEKMNGMLLNDRKVFVGRFKS-RKEREAELGARAKEFTNVYIKNFGEDMDDERLKDL 210 
L.infantum      KRRSGVNNILVKKLPKSVDTYALKEMFSKFGRLTAIGLACDEKGESRGYARISFEREESAVDAVREMDGMEMDGQAIVVERYQA------QHRDELLKQFTNLYVKNLDPAVTDEKLRAF 202 
           
 
H.sapiens       FGKFGPALSVKVMTDESGKSKG-FGFVSFERHEDAQKAVDEMNGKELNGK-----QIYVGRAQKKVERQTELKRKFEQMKQDRITRYQGVNLYVKNLDDGIDDERLRKEFSPFGTITSAK 324 
L.infantum      FAKYGEVSSAKVRDLGAVQSEAGLGYVAFQKHEDAARAVEELNGKECEIAKAG-SPLDVSRFRSREERQRDRERQRRERAQ---QHSKYPNLYVKGFDDTVTSERLEELFQRYGETVSVT 318 
                 
 
H.sapiens       VMME--GGRSKGFGFVCFSSPEEATKAVTEMN-GRIVATKPLYVALAQRKEERQAHLTNQYMQRMASVRAVPN-PVINPYQPAPPSGYFMAAIPQTQNRAAYYPPSQIAQLRPSPRWTAQ 440 
L.infantum      VMMDKETGVSRCFGFVSMKDQNAASQAIQELNGSTFLSPRPLFVTYALRKDARRQNLEE-RSKQFRVRQNPMG-----GPGMGAM-PPIGFMG-------------------PQMFNNVN 412 
                
 
H.sapiens       GARPHPFQNMP-GAIRPAAPRP-PFSTMRPASSQVPRVMSTQRVANTSTQTMGPRPAAAAAAATPA-VRTVPQYKYAAGVRNPQQHLNAQPQVTMQQP--AVHVQGQEPLTASMLASAPP 555 
L.infantum      MPFMNPRVPIMPMNGMNGIGSMNGMGGMNGVGGVGGMGGMGGMGGMGGMGGMGGMGGMARPMAPNAMSQMRSRPMPQKPPMQSLMPQQHQQAP------------PQGQNLAAVLANLNP 520 
 
 
H.sapiens       QEQKQMLGERLFPLIQAMHP--TLAGKITGMLLEIDNSELLHMLESPESLRSKVDEAVAVLQAHQAKEAAQKAVNSATGVPTV 636 
L.infantum      EQQKNVLGERLYSYIVRSHP--SVAAKITGMLLEMDNSEILNMLDSPTMLDSKIAEAQDVLNRHMSV---------------- 585 




































secuencia  de H.  sapiens  y  L.  infantum  (CLUSTALW2).  Los  residuos  en  rosa  corresponden  al 
motivo RNP2,  los sombreados en azul al motivo RNP1, los sombreados en amarillo al motivo 
de  interacción  en  PABC  y  los  sombreados  en  gris  a  la  región  de metilación  de  las  PABPs 
eucariotas.  Los  residuos  conservados  importantes  para  la  unión  a  ARN  se  identifican  con 
asteriscos. (B) Esquema de la topología de un dominio RRM. La lámina β1 se muestra en flecha 
rosa y  corresponde  al motivo RNP2,  la  lámina  β3  se muestra  en  color  azul y  corresponde  al 















Con  la  finalidad  de  comprobar  la  expresión  de  la  proteína  LiPABP  en  la  línea 
celular eucariota HEK293T,  se  realizó una electroforesis  (SDS‐PAGE),  transferencia e 
inmunodetección de lisados de células transfectadas con Myc‐LiPABP y Flag‐LiPABP. 












Figura  15. Expresión  en una  línea  celular  eucariota de LiPABP de L.  infantum. Lisados de 
células HEK293T  transfectadas con un vector sin  inserto con etiqueta Myc o Flag, o con Myc‐
LiPABP y Flag‐LiPABP, se analizaron por SDS‐PAGE (12%) e inmunodetección con anticuerpos 





que  las  dos  bandas  reconocidas  corresponden  a  LiPABP.  La  banda  superior  es  de 
aproximadamente 70 kDa y se aproxima al peso molecular teórico, calculado mediante 
herramientas bioinformáticas, de 65 kDa. La banda inferior, de unos 50 kDa, mantiene 
intacto  su  extremo N‐terminal  y  es  reconocida por  el  anticuerpo, pero parece haber 
perdido aminoácidos en su extremo C‐terminal (Figura 15). El tamaño de las bandas se 
calcula a partir de las distancias entre las proteínas del marcador de peso molecular, y 















región C‐terminal  producida  en  esta  línea  celular  por  una  proteasa  endógena.  Para 
comprobar  si  esta proteolisis  es un  efecto  exclusivo  en  la  línea  celular HEK293T,  se 
estudió  la  expresión  en  otras  líneas  celulares  eucariotas  como  son MCF7  y HepG2 
(Figura 16). 
 
Figura  16.  Expresión  de  LiPABP  de  L.  infantum  en  diferentes  líneas  celulares  eucariotas. 
Lisados de células eucariotas HEK293T, MCF7 y HepG2 transfectadas con un vector sin inserto 




La  inmunodetección  de  la  proteína  en  lisados  de  las  células  transfectadas  con 




vitro  en  un  sistema  de  reticulocitos  de  conejo,  que  contiene  todos  los  elementos 




LiPABP  en  un  sistema 






HEK293T  y  en  un 
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Como se observa en la Figura 17, en este sistema sólo se obtiene la proteína de 65 
kDa,  lo  que  demuestra    que  la  aparición  de  la  forma  procesada  ocurre  in  vivo 
probablemente debido a la presencia de proteasas. 
 
Previamente  se  ha  descrito  la  degradación  de  PABP  en  apoptosis  y  su  
susceptibilidad a ser reconocida por ciertas proteasas virales. Existen pocos datos fuera 




y  MCF7  (Marissen  y  col.,  2004;  Zhang  y  col.,  2007).  Los  inductores  de  apoptosis 
producen una  inhibición de  la  traducción que  se  correlaciona  con  la degradación de 
PABP, aunque durante la incubación con caspasas no se observa hidrólisis, y solamente 
con  la  caspasa  3  se  induce  una  débil  degradación  en  lisados  celulares  en  MCF7 
(Marissen  y  col.,  2004).  La  rotura  de  PABP  varía  dependiendo  del  activador  de 




Por  otra  parte,  los  genomas  virales  necesitan  de  la  maquinaria  de  la  célula 
huésped  para  sintetizar  sus  proteínas.  Para  traducir  los  ARNm,  los  virus  deben 
desarrollar diferentes estrategias para competir por  los  ribosomas y  los componentes 
de la maquinaria celular necesarios para la síntesis proteica. Una de estas estrategias es 
utilizar  proteasas  que  hidrolizan  factores  claves  en  el  inicio  de  la  traducción  no 
necesarios  para  los  ARNm  virales.  La  proteolisis  de  estos  factores  interfiere  en  la 
circularización  de  los mensajeros  e  induce  apoptosis  o  inhibición  de  la  traducción 
mientras el genoma viral  se  replica  (Zhang y  col., 2007).   PABP es hidrolizada en  la 
región flexible rica en prolinas entre los RRMs (I‐IV) y el dominio C‐terminal durante 
una  infección  viral  por  las  proteasas  2C  y  3C  de  Poliovirus  (Joachims  y  col.,  1999; 
Kuyumcu‐Martínez  y  col.,  2002;  Bonderoff  y  col.,  2008;  Rivera  y  Lloyd,  2008),  de 
Coxsackievirus (Kerekatte y col., 1999; Marissen y col., 2004), y por  la proteasa 3C de 
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Hepatovirus  (VHA)  (Zhang y col., 2007), donde el  resultado de  la hidrólisis conlleva 
una inhibición significativa de la traducción. En las condiciones de nuestros ensayos no 
se  induce  apoptosis  ni  se  producen  infecciones  virales,  por  lo  que  los mecanismos 
anteriormente descritos no son responsables de la aparición de la forma procesada. Si 
bien,  nuestra  secuencia  LiPABP  procede  del  ADN  extraído  de  promastigotes  cuyo 
cultivo en el  laboratorio o  su desarrollo en el  intestino medio del vector  se  realiza a 
26°C,  que difiere de  la  temperatura  habitual de  37°C  utilizada  en  cultivos  celulares 
eucariotas. Esta diferencia de temperatura podría estar implicada en la degradación de 




Por otro  lado, en  la bibliografía encontramos  lo que algunos autores denominan 
isoformas  de  PABP  citoplasmáticas.  PABP  (PABPC1)  es  una  proteína  de  transporte 
núcleo‐citoplasma  que,  en  ausencia de perturbaciones  extrafisiológicas,  se  encuentra 
localizada exclusivamente en el citosol (Afonina y col., 1998; Thakurta y col., 2002).  Las 
formas nucleares de PABPs  identificados en  levadura y en mamíferos en  los años 80 
por  Sachs  y  col  correspondían,  según  los  autores,  a  fragmentos  de  PABPs 




66 y 80 kDa,  tanto en el  citoplasma  como en  las  fracciones nucleares  (Drawbridge y 
col., 1990). Actualmente está descrito que  la PABP nuclear, PABPN1  (PABP2) es una 
proteína de 33 kDa que contiene una región ácida en su extremo N‐terminal, un solo 














La activación de esta  cascada  tiene multitud de efectos  celulares y uno de ellos 
consiste en estabilizar un amplio rango de ARNm, en particular aquellos que codifican 
para proteínas  implicadas en  inflamación, estableciendo un papel regulador de  la vía 
de p38 a nivel post‐transcripcional (Clark y col., 2003). Aunque el mecanismo todavía 






transcritos  que  contienen  AREs  es  debida  a  la  inhibición  de  la  capacidad  de 
deadenilación, como consecuencia de  la activación de p38 MAPK  (Dean y col., 2003; 
Dean y  col., 2004). Esta  regulación parece que podría actuar directamente  sobre una 
deadenilasa por ahora desconocida y/o, alternativamente, actuar sobre PABP. Acorde 
con  estos  resultados,  ese mismo  año Bollig y  col,  identificaron proteínas de unión  a 
elementos AREs  (ARESBP),  estabilizadoras de ARNm,  entre  las  que  se destacaba  la 
proteína PABP  fosforilada definiendo además que esta proteína era diana para MK2 
(MAPKAPK),  quinasa  sustrato  de  p38  MAPK  (Bollig  y  col.,  2003).  Sin  embargo, 
posteriormente,  el grupo de Rowlett  (Rowlett y  col.,  2008), descartó  esa posibilidad, 
demostrando que era p38 la responsable de la fosforilación de PABP.  
 

































La  fosforilación descrita en PABP  (Rowlett y col., 2008) se produce en  la  región 
menos implicada en la unión a poli(A), que corresponde a los dominios RRM III y IV, 
regiones que pueden inhibir la degradación del ARNm por su unión a elementos ARE 
(Sladic,  2004),  y  al  extremo  C‐terminal.  Y  aunque  existen  proteínas  como  la 
Tristetraprolina  (TPP),  también  implicada  en  la  estabilidad del ARNm, que  es diana 
tanto  para MK2  como  p38 MAPK  (Chrestensen  y  col.,  2004),  todavía  se  desconoce 
cómo se produce  la regulación de PABP por quinasas. Estudios previos en  levaduras 
confirman a Pab1p (PABP en Sacharomyces cerevisisiae) como una ARESBP (proteína de 
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informáticas,  lo que nos ha permitido  identificar un motivo MLDSPT presente  en  la 
región C‐terminal de LiPABP, que es diana de p38 MAPK (Figura 19A).  
 
En  L. major  se  identifican  dos  isoformas  de  69  y  75  kDa,  siendo  esta  última  la 
forma hiperfosforilada de  la proteína LmPABP1. Las dos  isoformas se  localizan en el 
citoplasma  y  en  el  núcleo,  pero  la  isoforma  de  69  kDa  es  más  abundante  en  el 
compartimento  nuclear  (Bates  y  col.,  2000).  Los  mecanismos  que  regulan  la 
importación y exportación nuclear de las PABP citoplasmáticas hasta el momento son 
poco  conocidos,  y  aparentemente  carecen  de  señal  de  localización  nuclear  o 
exportación.  Sin  embargo,  estudios  recientes  han  identificado  un  motivo  de 
exportación nuclear dependiente de transcripción o TD‐NEM (Khacho y col., 2008) en 
la  proteína  PABP.  Este  motivo,  DXGXXDXXLR  se  encuentra  cerca  del  inicio  del 
dominio  RRM  IV  de  la  secuencia  de  la  proteína,  y  su  inhibición  transcripcional 






obtenido de  la comparación  realizada con varias PABPs de  la Figura 12.  (A) En color  rojo  se 





Se  ha  observado  la  presencia  nuclear  de  PABP  citoplasmáticas  o  de  PABP 
mutantes  que  contienen  deleciones  de  dominios  RRMs  y  del  extremo  C‐terminal 
cuando existe una sobreexpresión de proteína (Afonina y col., 1998), o una  inhibición 
del  factor de  exportación nuclear CRM1  (chromosome  región maintenance  1)  (Woods y 




H. sapiens       …GVNLYVKNLDDGIDDERLRKEFSPFGTITSAK 324 
L. infantum      …YPNLYVKGFDDTVTSERLEELFQRYGETVSVT 318 
IV
DXGXXDXXLR
L.infantum      NMLDSPTMLDSKIAEAQDVLNRHMSV---------------- 585 
A 
B 
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col., 2002). Es interesante destacar además, que se produce una redistribución al núcleo 
de PABP, durante  la  infección de algunos virus como Rotavirus  (Harb y col., 2008) y 
gammaherpesvirus  KSHV  (herpes  virus  asociado  a  sarcoma  de  Kaposi)  (Lee  y 
Glaunsinger,  2009). Todos  estos datos  y  la  presencia  en  la  proteína LiPABP de  una 
secuencia  similar  de  exportación  nuclear,  nos  llevarían  a  estudiar  en  futuros 






función  está  conservada  en  la  proteína  LiPABP  de  L.  infantum  planteamos  varios 
ensayos de unión a cadenas de poli(A) conjugadas a resina sefarosa. La unión de  las 







El  reconocimiento de  las adeninas se produce por  la combinación de  fuerzas de 
van  der  Waals,  puentes  de  hidrogeno,  puentes  salinos,  e  interacciones  debidas  al 
apilamiento de bases con  los residuos conservados que se encuentran en  los motivos 
RNPs  de  los  RRMs  (Deo  y  col.,  1999).  El  poli(A)  comercial  que  hemos  utilizado 
contiene aproximadamente 100 nucleótidos y debería ser suficiente para acomodar al 
menos  4  moléculas  de  PABP.  Además,  estudios  de  unión  de  PABP  con 
oligoribonucleótidos  de  tamaños  entre  25  y  65  adeninas muestran  que  las  cadenas 
cortas de poli(A) no son el sustrato ideal para este tipo de modelos de interacción, ya 
que  en  condiciones  normales  los ARNm  presentan  largas  colas  de  poli(A)  (Yang  y 
Hunt,  1992; Khanam  y  col.,  2006). Para  analizar  la  afinidad de  la unión planteamos 
ensayos competitivos añadiendo poli(A) libre el cual compite con el poli(A) conjugado 
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a la resina por las PABPs. Con el objetivo de poner a punto el modelo de interacción, 
analizamos  en  primer  lugar  la  unión  de  PABP  eucariota  con  la  poli(A)‐sefarosa, 
utilizando  lisados de  células HEK293T  incubadas o no en presencia de poli(A)  libre. 
Los resultados confirman la interacción de PABP de mamíferos por la cola poli(A) y la 
eficacia del método  (Figura 20A). Por otra parte,  los resultados obtenidos con  lisados 
de  células  HEK293T  que  sobreexpresan  LiPABP  muestran  que  la  resina  poli(A)‐





de  adenina. Purificación  con poli(A)‐sefarosa de  las proteínas PABP  y LiPABP presentes  en 
lisados de células HEK293T.  (A) SDS‐PAGE  (12%) de poli(A)‐sefarosa  incubada con 50 μg de 
extracto  de  células  HEK293T  sin  poli(A)  libre  (HEK293T)  y  con  poli(A)  (HEK293T+pA),  e 
inmunodetección con anticuerpo anti‐PABP eucariota (B) SDS‐PAGE (12%) e inmunodetección 
con  anticuerpo  anti‐Flag  de  25  μg  de  extracto  de  células  HEK293T  con  Flag‐LiPABP 
sobreexpresada, sin poli(A) libre (Flag‐LiPABP) y con poli(A) (Flag‐LiPABP+pA), incubada con 
poli(A)‐sefarosa. En  los paneles  superiores  se muestran membranas  representativas de varios 
experimentos  realizados y en  las gráficas  inferiores de cada membrana se muestran  los datos 
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Los  ensayos  con  LiPABP  sobreexpresada  en  células HEK293T  demuestran  que  
tanto la forma de la proteína completa de 65 kDa como la forma procesada de ~50 kDa 






es  incapaz  de  unir  poli(A),  pero  en  combinación  con  los  RRM  II  y  III  permite 









3. RECONOCIMIENTO  DE  LiPABP  POR  SUEROS  DE  PERROS 
INFECTADOS CON L. infantum 
3.1. Antigenicidad de LiPABP  
Los  componentes  implicados  en  la virulencia del parásito Leishmania  se pueden 
dividir en dos grupos diferentes. Por un lado, los elementos de superficie y productos 
de secreción del parásito y, por otro,  las moléculas  intracelulares o  también  llamadas 
“patoantígenos”.  Estas  últimas  son  proteínas  citoplasmáticas muy  conservadas  con 
epítopos  únicos  e  inmunológicamente  activos  en  leishmaniasis.  La  exposición  se 
produce por  la  citolisis periódica del parásito durante  la  infección natural, de  forma 
accidental  o  mediada  por  mecanismos  específicos  (Zhang  y  col.,  2007).  Algunos 
antígenos  de  Leishmania  se  han  expresado  como  proteínas  recombinantes  y  se  ha 
estudiado  su  potencial  en  el  diagnostico  serológico  (Meddeb‐Garnaoui  y  col.,  2010; 
Requena y col., 2000). Está descrito, por otro lado, que muchos antígenos de diferentes 
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parásitos contienen a su vez  repeticiones en  tándem en su estructura, que  funcionan 
como  inductores  de  la  activación  de  linfocitos  B  y,  por  tanto,  contienen  epítopos 
reconocidos por  los mecanismos de respuesta humoral (Hoft y col., 1989; Goto y col., 
2006; Goto y col., 2008). Se han descrito en L. infantum proteínas que se unen al extremo 
3´  del  ARNm,  como  la  familia  PUF,  que  están  implicadas  en  el  control  de  la 
localización, estabilidad y  traducción de  los mensajeros y  contienen en  su estructura 
dominios repetidos en  tándem. Esta proteínas se han  identificado como antígenos de 
linfocitos  B  en  modelos  animales  y  en  pacientes  con  LV,  si  bien  algunas  de  ellas 
presentan  reacción  cruzada  con  pacientes  infectados  con  T.  cruzi  (Folgueira  y  col., 
2010).  
 


















respuesta  humoral  de  perros  (n=28)  infectados  con  L.  infantum  y  que  presentan  LV  canina, 
frente a LiPABP. Los sueros  (CVL) se  incubaron con 0,2 μg de LiPABP recombinante y como 
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Como  se muestra  en  la Figura  21,  la  concentración de  IgGs  en  suero de perros 
infectados  con  L.  infantum  es  significativamente  reactiva  (p=0,006)  y  no  existe 
prácticamente actividad en el grupo control frente a LiPABP. En el grupo de animales 
enfermos  (CVL),  todos  los  sueros  presentan  valores  de  absorbancia  por  encima  del 
valor de corte (cut off=0,1444) calculado en el grupo de animales sanos y 4/25 sueros del 
grupo CVL son muy reactivos frente a LiPABP, con valores por encima de la media de 
absorbancias,  lo  que  indica  que  LiPABP  es  un  potente  inmunógeno. Con  objeto  de 
obtener un suero que reconozca LiPABP, seleccionamos y purificamos los sueros de los 
4 animales más reactivos, y evaluamos su capacidad de detección frente a LiPABP y a 
las  proteínas  eucariotas  PABP  y  BSA,  en  condiciones  desnaturalizantes  y  en 
condiciones  nativas,  respectivamente.  En  la  Figura  22  se  muestra  que  el  suero 






LV  canina. Con  el  suero  de  animales  con 
LV, purificado a partir de 4 sueros reactivos 





(HEK293T),  la  proteína  LiPABP 
recombinante  (rLiPABP)  y  BSA  (B).    El 
panel  superior  muestra  la  detección 
exclusiva  en  su  forma  desnaturalizada  y 
nativa  de  la  proteína,  por  parte  del  suero 
policlonal.  En  el  panel  inferior,  las 
membranas se han incubado con anticuerpo 
anti‐PABP  eucariota  (izquierda)  y  se  ha 
teñido con Fast Green  (derecha). El símbolo 
*, indica las formas multiméricas que puede 
adoptar  la  proteína  BSA  en  condiciones 
nativas. 
 
Una  vez  comprobado  que  este  suero  detecta  de  forma  eficaz  y  específica  la 
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Figura  23. Detección de LiPABP  endógena.  SDS‐PAGE  (10%)  e  inmunodetección  con  suero 
policlonal de perros  infectados  con LV  canina, de  la proteína LiPABP  sobreexpresada  (Flag‐




En  la  Figura  23  se  muestra  que  el  suero  reconoce  la  proteína  LiPABP 
recombinante, LiPABP sobreexpresada en células HEK293T, MCF7 y HepG2, y LiPABP 
endógena  en  L.  infantum.  Estos  resultados  indican  que  la  proteína  LiPABP 
sobreexpresada  en  células  eucariotas  y  la proteína LiPABP  endógena  en  L.  infantum 
sufren proteolisis de la misma forma en su extremo C‐terminal, pues se observan dos 
bandas de proteína de ~65 kDa y ~50 kDa, siendo mayoritaria la proteína completa de 
~65  kDa. Como  hemos  indicado  en  apartados  anteriores,  hemos denominado  forma 
procesada de ~50 kDa al producto de proteolisis en células eucariotas, y a la banda de 
menor tamaño observada en L.  infantum,  la denominamos como potencial LiPABP de 
~50  kDa.  Se  observa  también  una  menor  movilidad  electroforética  de  la  proteína 
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L.  infantum  y  son detectadas  por  el  suero  reactivo  policlonal  a  la misma  altura  que 
LiPABP recombinante, sobreexpresada en células HEK293T y endógena en L. infantum.  
 
La  utilización  de  este  suero  reactivo  nos  ha  permitido  conocer  la  cantidad  de 
LiPABP  que  puede  encontrarse  en  el  parásito.  Para  ello  hemos  confeccionado  una 
curva  con  diferentes  concentraciones  de  proteína  recombinante,  que  nos  permite 
extrapolar  la medidas  de D.O  obtenidas  de  varias  concentraciones  de  lisados  de  L. 



















25  ng  (P2),  50  ng  (P3)  y  100  ng  (P4),  se  han  utilizado  para  confeccionar  una  recta  patrón 
(r2=0,9851), en la que las diferentes medidas de D.O de varias concentraciones de lisados de L. 
infantum; 25 μg (L.inf1), 50 μg (L.inf2) y 100 μg (L.inf3), se han extrapolado para determinar su 







P2 P3 P4 L.inf1 L.inf2 L.inf3
LiPABP 65 kDa
Potencial LiPABP ~50 kDa








































































































LV de 100 μg de  fracción soluble L.  infantum sin poli(A)  libre  (L.inf) y con poli(A)  (L.inf+pA), 
incubada  con poli(A)‐sefarosa. Como  control de banda de LiPABP,  se ha  incluido  la  fracción 
soluble L. infantum (L.inf) y la proteína LiPABP recombinante (rLiPABP). En el panel superior se 
muestra una membrana representativa de tres experimentos realizados y en  la gráfica  inferior 
se  muestran  los  datos  obtenidos  de  cuantificar  los  tres  experimentos.  El  control  se  ha 
normalizado a 1.  
 
Ante  estos  resultados podemos  considerar a LiPABP  como una proteína que  se 
encuentra  en  L.  infantum  que  une  adeninas,  antigénica  y  diana  específica  de  la 
respuesta humoral durante  la  infección de L.  infantum y considerar su estudio a nivel 
inmunológico  en  relación  parásito‐huésped,  en  el  desarrollo  de  vacunas  y  como 
objetivo de nuevas herramientas de diagnóstico y/o inmunoterapia.   
 




Los  aptámeros  son  estructuras  de  ácido  nucleico,  obtenidos  de  librerías  de 
oligonucleótidos mediante ciclos consecutivos de selección (metodología SELEX). Así, 
la  heterogeneidad  de  la  población  inicial  que  contiene  alrededor  de  1024  moléculas 
disminuye,  resultando  una  población  enriquecida  y  homogénea  de  aptámeros  que 
unen con alta afinidad y especificidad a su proteína diana. Posteriormente, aptámeros 




La  selección  de  aptámeros  de ADN  específicos  frente  a  la  proteína  LiPABP  se 
realizó a partir de una librería de ADN de cadena sencilla que contiene una región de 
40  nucleótidos de  secuencia  al  azar  flanqueada por dos  regiones  conservadas de  18 
nucleótidos de longitud que permiten la amplificación de los aptámeros seleccionados 
por PCR. El número de  ciclos  en  la PCR  fue optimizado para  evitar  la  aparición de 
moléculas  de  mayor  tamaño  quedando  finalmente  fijado  en  15.  Por  otra  parte,  la 
astringencia de la selección fue controlada ajustando las concentraciones de aptámeros, 
el  tiempo de  incubación  y  los  lavados. La población  inicial  que utilizamos  tiene un 
número  teórico de  1014–1016 moléculas de  secuencia diferente. Tras  la  incubación de 
esta población  con  la proteína LiPABP, algunos de  los oligonucleótidos  se unen a  la 
diana y son posteriormente amplificados con los cebadores llamados F3 5’ y R3 3’. La 
población  enriquecida  es  sometida  a  una  nueva  ronda  de  selección  como 
anteriormente. De esta manera, hemos realizado 4 rondas sucesivas de selección. 
 
En una primera  aproximación,  se  analizó  la  afinidad de unión  a LiPABP de  la 
población  inicial  RND40  y  de  la  población  obtenida  tras  la  selección  (SELLiPABP) 
mediante ensayos de E.L.O.N.A, técnica que permite un rápido análisis de la capacidad 
de  unión  relativa  a  la  diana. Como  puede  observarse  en  la  Figura  26,  la  población 
SELLiPABP mostraba una  capacidad de unión a LiPABP  significativamente  superior 
respecto a la población inicial. Estos datos demuestran claramente que SELLiPABP está 
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enriquecida  en  secuencias de ADNmc que  reconocen  la proteína LiPABP  respecto  a 
RND40. A  la vista de estos  resultados,  se decidió  caracterizar diferentes aspectos de 
SELLiPABP  para  determinar  si  esta  población  de  aptámeros  podría  usarse  para 


















Figura  26. Diferencias  en  la  capacidad  de  unión  a  LiPABP  de  la  población  de  aptámeros 
SELLiPABP  y  la  población  inicial  RND40.  Los  análisis  de  unión  a  proteína  se  realizaron 
mediante E.L.O.N.A.  tal y como  se describe en Material y Métodos. La población  seleccionada 












LiPABP,  se  realizaron  ensayos  de  E.L.O.N.A  en  los  que  0,625  μg  (9,5  pmol)  de  la 
proteína  recombinante  LiPABP  o  de  BSA,  proteína  utilizada  como  control,  fueron 
incubadas  con  varias  cantidades de  SELLiPABP marcada  con digoxigenina  como  se 

















































































de  detectar  la  proteína  LiPABP  recombinante  de  una  forma  dependiente  de  la 
concentración  con una KD  =  4,8  ±  2,0 nM,  significativamente menor que  la  obtenida 
para RND40 (KD = 21,2 ± 12,8 nM), calculada a partir de los datos de la Figura 26C. Un 
análisis más detallado de  los datos del E.L.O.N.A, representados en  los diagramas de 
















Figura  27.  Reconocimiento  dependiente  de  concentración  de  la  población  SELLiPABP. 
Mediante  E.L.O.N.A.  se  determinó  los  límites  de  detección  de  SELLiPABP.  (A)  Varias 
concentraciones  de  SELLiPABP marcada  con  digoxigenina  0,0313‐2  μg/ml  se  incubaron  con 
LiPABP dispuesta en placa a 0,625 μg/pocillo (9,5 pmol). (B) La proteína recombinante LiPABP 
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Para determinar  la sensibilidad de  la población policlonal SELLiPABP, se realizó 
un  segundo  grupo  de  ensayos  en  los  que  concentraciones  crecientes  de  la  proteína 
entre 0,3125 y 5  μg/pocillo de LiPABP o 5  μg de BSA  se  incubaron  con SELLiPABP 
marcada con digoxigenina a una concentración de 2 μg/ml como se describe en Material 





En  vista  de  estos  resultados,  decidimos  estudiar  la  unión  de  la  población 








Figura  28.  Valoración  de  la 
capacidad  de  unión  por  Slot 
Blot  de  SELLiPABP.  Ensayos 
Slot  Blot  descrito  el 
procedimiento  en  Material  y 
Métodos,  en  los  cuales 
diferentes  cantidades  de  la 
población  SELLiPABP  (10‐1,25 
μg/ml), se incubaron con varias 
concentraciones  de  la  proteína 
LiPABP  entre  25  y  0,3125  ng 
(378‐47  fmol). La proteína BSA  
fue  utilizada  como  control 
negativo. 
 
Los  resultados mostrados  anteriormente  permiten  concluir  que  la  población de 
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fueron  inmovilizadas  sobre membranas  de  PVDF  e  incubadas  con  la  población  de 
aptámeros  SELLiPABP marcada  con  digoxigenina  y  detectada  con  anticuerpos  anti‐
digoxigenina  conjugadas  con HRP.  Sin  embargo,  todos  los  resultados mostraban  el 
reconocimiento  inespecífico de proteínas  en  todas  las muestras  analizadas  (datos no 
mostrados). Una posibilidad que explicaría estos resultados es que los aptámeros de la 
población  no  sean  capaces  de  reconocer  eficientemente  la  proteína  desnaturalizada. 
Así, mediante  E.L.O.N.A.  se  ha  estudiado  la  respuesta  de  SELLiPABP  frente  a  las 
proteínas  recombinantes  de  L.  infantum  LiIF2α,  LiIF2β  y  LiIF2γ,  relacionadas  con 





SELLiPABP.  La  capacidad  de  los 
aptámeros  para  discriminar  proteínas  se 
ha  evaluado  mediante  E.L.O.N.A.  Se 
disponen  2  μg/pocillo  de  las  proteínas 
recombinantes  de  L.  infantum  LiIF2α 
LiIF2β, LiIF2γ, LiH2A, LiP2a, y de eIF2α y 
BSA  eucariota,  esta  última  como  control 
negativo. Todas las proteínas se incubaron 
con 1 μg/ml de SELLiPABP marcada con 
digoxigenina.  Los  diagramas  de  barras 
representan  la Media  ±  S.E.M.  de  cuatro 
ensayos  independientes.  Diferencias 
estadísticas  con  respecto  al  valor  blanco 





















































SELLiPABP es  totalmente  inespecífico. Todos  los resultados mostrados anteriormente 







diana  con  elevada  afinidad  y  especificidad,  se  procede  a  insertar  cada  una  de  las 
moléculas  de  la  población  en  un  vector  para  el  aislamiento  y  caracterización  de 
aptámeros  individuales. En este caso, procedimos a clonar  los aptámeros procedentes 
de  las  dos  últimas  rondas  de  selección  que  habíamos  realizado  y  que  habíamos 
denominado  SEL3LiPABP  y  SEL4LiPABP.  Para  determinar  cuál  de  las  dos  cadenas 
complementarias  que  resultan  del  paso  de  amplificación  por  PCR  es  la  que 
corresponde con  la secuencia que  interacciona con  la proteína diana, éstas se marcan 
con  digoxigenina  durante  la  PCR  utilizando  los  cebadores  F3  5´‐dig  y  R3  3´‐dig, 
respectivamente.  Para  estudiar  cuales  de  los  aptámeros  obtenidos  reconocen  con 
mayor afinidad LiPABP, se realizaron ensayos de E.L.O.N.A. como anteriormente, en 
los  que  1  μg  (15  pmol)  de  proteína  fueron  depositados  sobre  los  pocillos  y 
posteriormente  incubados con 2 μg/ml de cada uno de  los aptámeros obtenidos. Los 
resultados se muestran en la Figura 30. Comparando la población inicial (RND40) con 




de  reconocer  la proteína diana con mayor afinidad que  la proteína control, como  los 
clones #3.Rda3‐F3, #4.Rda3‐F3 y #10.Rda3‐F3  (Figura 30B) y #3.Rda4‐F3, #7.Rda4‐F3 y 
#11.Rda4‐R3, siendo estos últimos los que presentan más afinidad por LiPABP (Figura 
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30D).  La  mayoría  de  las  secuencias,  excepto  #11.Rda4‐R3,  marcadas  con  F3  3´‐dig 
presenta  afinidad  por  LiPABP,  de  la misma  forma  los  1  μg/ml  (15,2  pmol)  de  BSA 








































































































































































































































































































































































































































































negativo,  y  se  incubaron  con  2  μg/ml  de  la  secuencia  correspondiente  de  oligonucleótidos 
marcada. La Media ± S.E.M es representada por  los diagramas de barras correspondientes de 
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A  partir  de  los  resultados  obtenidos  anteriormente,  se  agrupó  a  los  distintos 
aptámeros  específicos  en  base  a  su  afinidad  por  la  proteína  diana  considerándose 
varios grupos. Los aptámeros que presentaban entre 3 y 4 veces mayor afinidad por 
LiPABP  que  la  población  los  denominamos  de  afinidad  alta,  entre  2  y  3  veces,  de 
afinidad media  y  entre  1  y  2  veces,  de  baja  afinidad,  el  resto  de  los  clones  que  no 
presenta  casi  interacción  no  han  sido  considerados.  Aunque  entre  los  aptámeros 
específicos se encuentran algunos procedentes de la ronda 3 y otros de la ronda 4, los 




los  distintos  grupos  de  afinidad,  se  realizó  un  alineamiento  múltiple  mediante  el 
programa CLUSTALW2  (Tabla 10)  así  como una  cuantificación de  la  riqueza GC  en 
cada  uno  de  los  grupos  (Figura  31).  Como  puede  observarse,  no  parecen  existir 
motivos  conservados,  ni  la  riqueza  en  GC,  que  permite  suponer  diferencias  en  la 
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Aunque  son muchos  los  aptámeros  que  reconocen  significativamente  LiPABP, 
decidimos continuar nuestro estudio con aquellos que habíamos considerado de   alta 
afinidad (al menos 3 veces superior a la del control) y que son capaces de reconocer la 
proteína  LiPABP  con  afinidades  superiores  al  resto  (#3.Rda4‐F3,  #7.Rda4‐F3  y 
#11.Rda4‐R3).  Hay  que  señalar,  que  dos  de  estos  aptámeros  tienen  la  orientación 
correspondiente a  la población  inicial  (que hemos denominado F3) y  el otro  tiene  la 
orientación  inversa,  lo  que  indica  que  corresponde  a una  secuencia  complementaria 
producida durante una de las amplificaciones por PCR. 
 
Con  objeto  de  estudiar  con  más  profundidad  la  afinidad  de  los  clones 
seleccionados, se realizaron ensayos de E.L.O.N.A. y Slot Blot como se había hecho con 
la población seleccionada (Figura 32). Los resultados de E.L.O.N.A. indican que, de los 
3  aptámeros  analizados,  #7.Rda4‐F3  es  el  que  muestra  una  mayor  capacidad  de 
reconocimiento de LiPABP. El mismo resultado se obtiene mediante Slot Blot. 
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Figura  32. Análisis de  la  interacción  con  la proteína LiPABP de  los  aptámeros  #3.Rda4‐F3, 
#7.Rda4‐F3 y #11.Rda4‐R3. (A) Mediante E.L.O.N.A. hemos estudiado la afinidad de los clones 
#3.Rda4‐F3,  #7.Rda4‐F3  y  #11.Rda4‐R3  seleccionados  en  los  ensayos  anteriores.  La  proteína 
dispuesta en placa a una concentración de 0,5 μg/pocillo (7,6 pmol) se ha incubado con los tres 
aptámeros marcados  con  digoxigenina,  a  concentraciones  de  0,156;  0,3125;  0,625;  1,25;  2,5;  5 
μg/ml.  Los  diagramas  de  barras  representan  la  Media  ±  S.E.M.  de  dos  experimentos.  (B) 
Ensayos Slot Blot con concentraciones decrecientes de la proteína LiPABP de 25‐3,125 ng/pocillo 
(378‐47  fmol)  y  25  ng/pocillo  (378  fmol)  de  la  proteína  BSA  como  control  negativo.  La 









Mfold  y  se  eligieron 
estructuras  de  menor 
energía  libre  de  cada 
secuencia.  Se  indican  con 
























































































































































de  cada  clon,  y  la  base  C,  que  también  la  comparten  los  tres  aptámeros,  podría 
acercarse al motivo consenso TA en la estructura terciaria que adoptan los aptámeros.  
 
De  todos  los  resultados  presentados  anteriormente,  se  deduce  que  #7.Rda4‐F3, 
que muestra una estructura diferente a la de los aptámeros #3.Rda4‐F3 y #11.Rda4‐R3, 
es  el  aptámero  que  presenta mayor  afinidad  por  LiPABP. Aunque  en  este  trabajo, 
hemos  caracterizado  en  mayor  profundidad  el  aptámero  #7.Rda4‐F3,  no  podemos 









original  RND40  (0,156‐5  μg/ml)  (Figura  34).  Los  resultados  demuestran  que  el 
aptámero SEL4LiPABP#7 es capaz de detectar la proteína LiPABP recombinante de una 
























Figura 34. Comparativa de  la  interacción con  la proteína diana del clon #7.Rda4‐F3 y de  la 




de  barras  representan  la Media  ±  S.E.M. de  tres  experimentos. Diferencias  estadísticas  entre 
cada  valor  de  concentración  de  SEL4LiPABP#7  o RND40  y  su  valor  de  concentración  0  del 
aptámero  y  de  la  población  original  (**p  <  0,01;  ANOVA  seguido  de  test  de  Dunnet).  (C) 
Comparación de los valores de absorbancias del aptámero y la población. 
 
Los  siguientes  ensayos  permitieron  establecer  los  límites  de  detección  frente  a 
LiPABP. Para ello, se realizaron dos grupos de ensayos de ELONA: en el primero de 
ellos, se  incubaron 0,5 μg de  la proteína LiPABP (7,6 pmol) o de BSA  (7,6 pmol), con 
cantidades  crecientes  (0,156‐5  μg/ml)  de  SEL4LiPABP#7 marcado  con  digoxigenina 
(Figura 35A) y, en el segundo, se variaron las cantidades de LiPABP y BSA entre 0,125 
y  4  μg/pocillo  (1,9‐60,8  pmol)  que  se  incubaron  con  una  concentración  de 
SEL4LiPABP#7  de  2  μg/ml  (Figura  35B).  Los  resultados  obtenidos  se  ajustan  a  una 
hipérbola que permite calcular la KD de SEL4LiPABP#7 siendo igual a 0,5 ± 3,6 nM. Un 
análisis más detallado de estos datos, representados en  los diagramas de barras de  la 
Figura  35A,  permite  concluir  que  una  concentración  tan  baja  como  0,312  μg/ml  de 
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resultados  obtenidos  mediante  E.L.O.N.A.  (A)  Varias  concentraciones  de  SEL4LiPABP#7 
marcado con digoxigenina entre 0,156 y 5 μg/ml se incubaron con LiPABP dispuesta en placa a 
0,5 μg/pocillo (7,6 pmol), y (B) donde la proteína recombinante LiPABP se dispuso en placa en 
diferentes  concentraciones  0,125‐4  μg/pocillo  (1,9‐60,8  pmol)  y  se  incubó  con  2  μg/ml  del 
SEL4LiPABP#7 marcado con digoxigenina. En ambos ensayos se utilizó  la proteína BSA como 
control negativo. Los datos se han ajustado a una función de curva hipérbola y se muestran los 
datos  como  diagramas  de  barras  que  representan  la Media  ±  S.E.M.  de  tres  experimentos 
independientes. Diferencias  estadísticas  entre  cada valor de  concentración de SEL4LiPABP#7 
(A)  o  LiPABP  (B)  y  su  valor  de  concentración  0  de  población  de  aptámeros  o  de  proteína 
respectivamente (**p < 0,01; ANOVA seguido de un test de Dunnet). 
 







































































































Slot  Blot  del  aptámero  SEL4LiPABP#7 
sobre  la  proteína  LiPABP.  Mediante 
ensayos  Slot  Blot  (A)  hemos  evaluado  la 
capacidad  de  unión  de  1,25  μg  del 
aptámero  seleccionado  a  la  proteína 
LiPABP,  dispuesta  en  concentraciones 
crecientes  de  3,125‐25  ng/pocillo  (378‐47 
fmol)  y  a  25  ng  (378  fmol)  de  la  proteína 
BSA  utilizada  como  control  negativo.  (B) 
Diagramas  de  barras  que  representan  la 
cuantificación Media  ±  S.E.M  de  la  banda 








Una  vez  demostrado  que  SEL4LiPABP#7  se  une  con  elevada  afinidad  a  su 
proteína  diana,  decidimos  analizar  si  también  es  capaz  de  retener  específicamente 
LiPABP  expresada  en  células HEK293T  y,  así,  intentar  utilizarlo  como molécula  de 
biorreconocimiento en un sistema de purificación de proteínas. Para ello, el aptámero 
marcado con biotina en su extremo 5´ fue incubado con un lisado de células HEK293T 
que  sobreexpresaban  la  proteína  LiPABP  fusionada  al  epítopo  Flag.  En  paralelo,  se 
utilizó la población RND40 marcada con biotina. Posteriormente, se añadió una resina 
conjugada  con  estreptavidina  de  forma  que  los  complejos  LiPABP:SEL4LiPABP#7 




en  los  lisados  incubados  con  RND40.  Estos  resultados  demuestran  claramente  que 
SEL4LiPABP#7  tiene  una  capacidad  de  retener  de  forma  específica  LiPABP 


















































PAGE  (10%)  la  capacidad  de  16  μg/ml  de  aptámero  SEL4LiPABP#7  (Flag‐LiPABP+#7)  y  de 
RND40  (Flag‐LiPABP+RND40)  marcados  con  biotina,  para  discriminar  entre  LiPABP 
sobreexpresada y otras proteínas presentes en un  lisado  celular  (55  μg) de  la  línea HEK293T 
(Flag‐LiPABP). La proteína LiPABP  es detectada  con  anticuerpos  anti‐Flag y  se muestra una 
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aureus  (Cao y  col.,  2009)  en diferentes  fluidos. La  acción  combinada de  5  aptámeros 
frente a S. aureus ha resultado más eficaz en líquidos biológicos de pacientes, en cuanto 















































































El fin de una cosa, es el inicio de otra 
 Anenita 









de  diferentes  especies,  conservando  los  cuatros  dominios  de  unión  a  ARN 





con  L.  infantum. A  partir  de  los  sueros  de  estos  animales,  hemos  purificado 
anticuerpos  policlonales  que  reconocen  la  proteína  LiPABP  recombinante 
(sobreexpresada  en  bacterias  o  en  células de mamífero)  y nos han permitido 
identificar la proteína endógena de Leishmania infantum en el propio parásito. 
 
















































Cuando llegues al final de lo que debes saber, 
estarás al principio de lo que debes sentir 
Khalil Gibran
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